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Proteiny v buňce dosahují své nativní konformace za asistence molekulárních chaperonů. 
Tyto vysokomolekulární dynamické komplexy kromě toho vykonávají další funkce 
přispívající ke stabilitě buněčného proteomu. Řadí se mezi ně mimo jiné i transport 
proteinů do cílového kompartmentu nebo obrana proti oxidativnímu stresu. Dynamické 
strukturní změny chaperonů Hsp70 a NQO1 a ko-chaperonu Tomm34, jež se podílejí  
na výše zmíněných procesech, a jejich interakce s ligandy jsou zde charakterizovány 
kombinací strukturní hmotnostní spektrometrie, biofyzikálních a molekulárně 
biologických technik.  
V této práci byla popsána ATP-dependentní dimerizace lidské inducibilní formy 
Hsp70 (HSPA1A) a charakterizováno evolučně konzervované dimerizační rozhraní. Dále 
byly identifikovány vysoce konzervované aminokyselinové zbytky, které vytvářejí síť 
kontaktů stabilizující obě krajní konformace HSPA1A (nízko- i vysokoafinitní) 
v průběhu ATPasového cyklu. Jedním z ko-chaperonů ovlivňujících ATPasový cyklus 
Hsp70 je TPR ko-chaperon Tomm34 spolupodílející se na transportu jádrem kódovaných 
mitochondriálních prekurzorů do mitochondrií. Zde je popsán význam jeho fosforylace 
cAMP-dependentní proteinkinasou A a následná interakce s proteinem 14-3-3γ  
při regulaci tohoto procesu. V případě chaperonu NQO1, který má kromě stabilizačního 
vlivu na několik vazebných partnerů i enzymatickou aktivitu, se podařilo strukturně 
charakterizovat velmi dynamickou apoformu NQO1 v kontextu formy s navázaným 
kofaktorem, jenž tuto flexibilní strukturu rozsáhle stabilizuje, a inibitorem, který 
způsobuje další stabilizaci makromolekuly. Protože se jedná o proteiny, které jsou  
ve velké míře zahrnuty v procesech karcinogeneze a předčasného stárnutí buněk, znalost 
struktury, alosterické komunikace mezi podjednotkami a jejich interakce s ligandy má 
velký potenciál uplatnění v terapii těchto patologických procesů. 
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proteostasa, molekulární chaperony, ko-chaperony, HSPA1A, Tomm34, NQO1, 
dimerizace, ATPasová aktivita, alosterie proteinů, interakční rozhraní, fosforylace,  





Inside the cellular milieu, proteins are reaching their native conformation with the 
assistance of molecular chaperones. These high mass dynamic complexes perform other 
functions that are contributing to the stability of the cellular proteome. Transport  
of proteins into the target compartment or defence against oxidative stress rank among 
these as well. Dynamic structural changes of chaperones Hsp70 and NQO1  
and co-chaperone Tomm34 that are participating in above mentioned processes and their 
interactions with ligands are characterized here by the combination of structural mass 
spectrometry, biophysical and molecular biology techniques.  
In this thesis the ATP-dependent dimerization of human inducible isoform Hsp70 
(HSPA1A) and the characterization of its evolutionarily conserved dimerization interface 
were described. Further, highly conserved amino acid residues crucial for allosteric 
movements were identified. These residues create a network of contacts stabilizing both 
extreme conformations of HSPA1A (low and high-affinity) during the ATPase cycle. One 
of the co-chaperones that can affect Hsp70 ATPase cycle is TPR co-chaperone Tomm34. 
This co-chaperone is participating on the transport of the nuclear encoded mitochondrial 
precursors into the mitochondria. Here we described regulation of this process, through 
Tomm34 phosphorylation by cAMP-dependent protein kinase A and its subsequent 
interaction with 14-3-3 protein. Further, we investigated the chaperone NQO1, which  
in addition to the stabilization effect on several binding partners also has enzymatic 
activity. Structural characterization of highly dynamic NQO1 apo-form was carried out 
in the context of holo-form and inhibitor bound holo-form. Based on the findings, we 
concluded, that the dynamic environment of NQO1 is extensively stabilized by cofactor 
binding and that the inhibitor binding causes further stabilization of the NQO1 dimer. 
Since all these proteins are engaged in the processes of carcinogenesis and cell aging,  
the detailed knowledge of their structural properties, allosteric communication and their 
interactions with ligands has a great application potential in the therapy  
of the pathological processes. 
Keywords: structural mass spectrometry, hydrogen/deuterium exchange, proteostasis, 
molecular chaperones, co-chaperones, HSPA1A, Tomm34, NQO1, dimerization, ATPase 
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ADP  adenosindifosfát 
Aha1  ko-chaperon aktivující ATPasovou aktivitu Hsp90  
(Activator of Hsp90 ATPase protein 1)  
AhR  transkripční faktor (Aryl hydrocarbon receptor) 
ATP  adenosintrifosfát 
BiP  eukaryotický homolog Hsp70 z ER (Binding immunoglobulin protein) 
BS2G  bis-(sulfosukcinimidyl) glutarát 
CAEMI chaperonem asistovaná endosomální mikroautofagie  
CAMA chaperonem asistovaná makroautofagie  
CCS  kolizní průřez (Collisional cross-section) 
CID  kolizně indukovaná disociace (Collision-induced dissociation) 
CIU  kolizně indukovaná postupná destabilizace terciární struktury  
(Collision induced unfolding)  
CMA  chaperonem zprostředkovaná autofagie  
(Chaperone-mediated autophagy)  
CTD  C-terminální doména Hsp90 nebo NQO1 
CUPS  chaperonem asistovaná degradace zprostředkovaná UPS  
(Chaperone-assisted ubiquitin-proteasome system) 
DBS  vazebné místo pro dikumarol (Dicoumarol binding site) 
DCPIP 2,6-dichlorfenolindofenol  
DSA  di-(N-sukcinimidyl) adipát 
ECD  disociace záchytem elektronu (Electron capture dissociation) 
ER  endoplasmatické retikulum 




ETD  disociace přenosem elektronu (Electron transfer dissociation)  
FAD  flavinadenindinukleotid  
FBS  vazebné místo pro FAD (FAD binding site)  
FT-ICR hmotnostní analyzátor s iontově cyklotronovou resonancí a Fourierovou 
transformací (Fourier Transform Ion Cyclotron Resonance) 
Grp94  eukaryotický homolog Hsp90 z ER (94-kDa Glucose-regulated protein)  
HDX  vodík/deuteriová výměna (Hydrogen/deuterium exchange) 
HDX-MS vodík/deuteriová výměna kombinovaná s hmotnostní spektrometrií  
HIF-1α hypoxií indukovaný faktor 1 (Hypoxia-induced factor 1) 
Hip  ko-chaperon interagující s Hsp70 (Hsp70-interacting protein) 
Hop  TPR ko-chaperon interagující s Hsp70/Hsp90  
(Hsp70/90 organizing protein) 
HPLC  vysokoúčinná kapalinová chromatografie  
(High-performance liquid chromatography) 
Hsc70  cytoplasmatický homolog Hsp70 (Heat shock cognate 70) 
Hsp  proteiny teplotního šoku (Heat shock protein) 
HtpG  prokaryotický homolog Hsp90 (High temperature protein G) 
CHIP  TPR ko-chaperon interagující s C-koncem Hsp70  
(Carboxyl terminus of Hsp70-interacting protein) 
IM  iontová mobilita  
IM-MS iontová mobilita kombinovaná s hmotnostní spektrometrií 
ITC  isotermální titrační kalorimetrie (Isothermal titration calorimetry) 
JDP  ko-chaperony z rodiny J-proteinů obsahujících J-doménu  
(J-domain proteins) 
LAMP2A s lysozomem asociovaný membránový protein typu 2A  




LC  kapalinová chromatografie (Liquid chromatography)  
MALDI ionizace laserem za přítomnosti matrice  
(Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization) 
MD  středová doména Hsp90 (Middle domain) 
MMI  rozhraní dimeru (Monomer:monomer interface) 
MS  Hmotnostní spektrometrie (Mass spectrometry) 
NAD(P)H Nikotinamidadenindinukleotid(fosfát)  
NBD  Nukleotid-vázající doména Hsp70 (Nucleotide binding domain) 
NEF  protein usnadňující výměnu hydrolyzovaného nukleotidu  
(Nucleotide exchange factor) 
nESI  ionizace nanoelektrosprejem  
NMR  nukleární magnetická resonance 
NQO1  NAD(P)H:chinonoxidoreduktasa 1  
(NAD(P)H:quinone oxidoreductase 1) 
Nrf2  transkripční faktor (Nuclear factor erythroid 2-related factor 2) 
NTD  N-terminální doména Hsp90 nebo NQO1 
PES  2-fenylethynsulfonamid 
PET-16 trifenyl(fenylethynyl)fosfonium bromid 
PKA  cAMP-dependentní proteinkinasa A  
PTM  posttranslační modifikace 
SAXS  maloúhlový rozptyl rentgenového záření (Small-angle X-ray scattering) 
SBD  substrát-vázající doména Hsp70 (Substrate binding domain) 
SEC  gelová permeační chromatografie (Size exclusion chromatography) 
SPR  povrchová plasmonová resonance (Surface plasmon resonance) 
SRP  ribonukleoproteinový komplex rozpoznávající signální sekvenci  




Sti1  homolog ko-chaperonu Hop z S. cerevisiae (Stress-inducible protein 1) 
TCEP  tris(2-karboxyethyl)fosfin 
TOM  translokační komplex vnější mitochondriální membrány  
(Translocase of outer mitochondrial membrane) 
Tomm34 34-kDa translokasa vnější mitochondriální membrány 
(34-kDa Translocase of outer mitochondrial membrane)  
TPR  34-aminokyselinové opakující se strukturní/sekvenční motivy  
(Tetratricopeptide repeats) 
TRAP1 mitochondriální eukaryotický homolog Hsp90  
(Tumor necrosis factor receptor-associated protein 1)  
Ubl  N-terminální doména BAG1 podobná ubikvitinu (Ubiquitin-like domain) 
UHPLC ultra-vysokoúčinná kapalinová chromatografie  
(Ultra-high performance liquid chromatography) 
UPS  ubikvitin-proteasomový degradační systém  
UVPD  fotodisociace ultrafialovým zářením (Ultraviolet photodissociation) 
XL-MS chemické zesítění proteinů v kombinaci s hmotnostní spektrometrií  





1 LITERÁRNÍ ÚVOD  
1.1 Molekulární chaperony a jejich význam 
Buňka, elementární jednotka všech organismů, je ekosystémem, jehož funkčnost je 
zajišťována koordinovanou součinností proteinových makromolekul. Jejich přítomnost je 
odrazem genetického kódu složeného z nukleových kyselin nesoucích primární informaci 
pro život jako takový. Integrita buněčného proteomu, proteostasa, je základním 
předpokladem zajišťujícím bezchybnou souslednost všech dějů vykonávaných těmito 
stěžejními jednotkami, které mohou nabývat nezměrného množství prostorových 
uspořádání podmiňujících jejich biologické funkce. Jak je však s ohledem na obrovský 
počet stupňů volnosti, jichž mohou proteinové řetězce složené z jednotlivých 
aminokyselin dosáhnout, zabezpečeno, že protein nabude ve velmi krátkém čase  
v řádu µs až s jediné nativní konformace, tedy konformace s nejnižší dosažitelnou volnou 
energií1? Touto skutečností založenou na Anfinsenovu dogmatu se zabývá myšlenkový 
experiment známý jako Levinthalův paradox. Anfinsenovo dogma, jinak označované 
jako termodynamická hypotéza, postuluje, že pro malé globulární proteiny je jejich 
trojrozměrná struktura definována pořadím aminokyselin v řetězci a dokáží  
tak reverzibilně dosáhnout své biologicky aktivní konformace, která odpovídá 
termodynamicky stabilnímu stavu s nejnižsí potenciální energií konfigurace2. Levinthal 
navrhl alternativní pohled, kdy nativní protein dosahuje konkrétního metastabilního 
stavu, při němž potenciální energie dosahuje lokálního minima, nikoli absolutního. Tento 
model předpokládá, že nativní protein není v rovnovážném stavu s denaturovanou 
formou, kdy náhodně nalézá svou biologicky aktivní trojrozměrnou strukturu,  
což by trvalo nekonečně dlouho, ale že při hledání své nativní struktury postupně prochází 
sérií konkrétních stavů vedoucích k dané optimální konformaci3.  
Mezi fyzikálně-chemické vlivy, které udržují proteinový řetězec v jeho nativní 
konformaci se řadí hydrofobní interakce, tvorba vodíkových vazeb charakteristických  
pro α-helikální nebo β-listové uspořádání, van der Waalsovy interakce, elektrostatické 
interakce kladně nebo záporně nabitých postranních řetězců aminokyselin, geometrické 
preference určitých hodnot dihedrálních úhlů ϕ (vazba N–Cα) a ψ (Cα–Cβ) mezi atomy 
proteinové páteře a v neposlední řadě taktéž tzv. efekt vyloučeného objemu vyvolaný 




Rozsáhlé bádání v oblasti molekulárních chaperonů v průběhu 80. let začalo 
postupně zpochybňovat a následně i vyvracet všeobecně rozšířený koncept 
předpokládající, že skládání proteinů 
in vivo je nekatalyzovaný proces6. 
Srovnání chaperony asistovaného  
vs. neasistovaného sbalování 
proteinového řetězce je graficky 
znázorněno v Obr. 17. Tato rozmanitá 
skupina evolučně konzervovaných 
proteinů, jejichž přítomnost je  
pro životaschopnost buněk esenciální, 
byla poprvé identifikována v buňkách 
slinných žláz larev Drosophily 
melanogaster. V reakci na vystavení 
buněk vyšší teplotě byla pozorována 
zvýšená exprese těchto 
všudypřítomných proteinů a odtud také 
vychází jejich označení proteiny 
teplotního šoku, Hsp (z angl. Heat shock protein)8,9. Později bylo potvrzeno, že buňky 
vykazují zvýšenou expresi Hsp jako kompenzační mechanismus i na další 
environmentální zátěž. 
Chaperony zabraňují agregaci kotraslačně, když je proteinový řetězec postupně 
uvolňován z ribozomu10,11, čímž usnadňují, aby byl správně uspořádán do své nativní 
konformace, nebo ho udržují ve stavu kompetentním pro transport do konkrétního 
buněčného kompartmentu12,13. Vedle toho se podílejí na jeho dalším osudu, např. sekreci 
ven z buňky7 nebo napomáhají rozvolňovat agregáty14 a proteinové komplexy15. Dalším 
významným příspěvkem chaperonů k udržování proteostasy je jejich úloha  
při rozpoznávání nesprávně sbalených proteinů, které mohou být za jejich asistence 
disagregovány, strukturně rozvolněny a opětovně sbaleny opakovanou vazbou na tyto 
molekulární kontrolory kvality buněčného proteomu. Nedosáhnou-li ani tak své správné 
konformace, jsou podrobeny degradaci buď prostřednicvím ubikvitin-proteasomového 
systému (UPS) nebo autofagie. Všechny výše zmíněné funkce molekulárních chaperonů  
  
Obrázek 1. Schematické znázornění procesu sbalování 
proteinů. Proteiny se snaží dosáhnout nativního stavu 
s nejnižší potenciální energií. Bez asistence chaperonů 
(červená část) dochází k nespecifické oligomerizaci 
nebo agregaci proteinů. S podporou chaperonových 
komplexů (zelená část), které zabraňují nespecifické 
agregaci při sbalování a napomáhají proteinu překonat 
energetické bariéry, protein zpravidla dosáhne své 




jsou shrnuty v Obr. 2. Protože jsou substrátové preference dvou nejabundantnějších rodin 
chaperonů Hsp70 a Hsp90 velmi nespecifické, jejich specifita pro konkrétní substrát  
a jeho další osud je modulována interakcí s tzv. ko-chaperony.  
V souvislosti s různými stresovými stavy dochází na buněčné úrovni k deregulaci 
funkce molekulárních chaperonů. To se může negativně projevit například 
nedostatečným odbouráváním proteinových agregátů, s čímž je spojována Alzheimerova 
choroba (β-amyloidové plaky α-synucleinu), Parkinsonova choroba (amyloidogenní 
protein Tau) nebo Huntingtonova nemoc (agregáty huntingtinu)16. S negativní prognózou 
je pak spojována zvýšená přítomnost Hsp70 a Hsp90 chaperonů v případě 
karcinogeneze17. Negativním prognostickým markerem je v rakovinných buňkách,  
které jsou ve stavu hypoxie, rovněž zvýšená exprese transkripčního faktoru HIF-1α  
(z angl. Hypoxia-induced factor 1), který je hlavním regulátorem homeostasy kyslíku18. 
Nedávno byla studována jeho interakce s NAD(P)H:chinonoxidoreduktasou 1  
(NQO1; z angl. NAD(P)H:quinone oxidoreductase 1; EC 1.6.5.2), jejíž exprese  
Obrázek 2. Proteostatická síť integrující různorodé funkce chaperonů. Chaperony napomáhají protein už 
při jeho syntéze na ribozomu udržovat v neagregované formě, která je kompetentní pro jeho transport  
do místa určení a dosažení nativního stavu. Nabyl-li protein nesprávné konformace, napomáhají ho převést 
zpět do stavu, z něhož může opět nabýt správného sbalení. Dále se podílí na disagregaci proteinových 
agregátů. Pokud nejsou proteiny schopny dosáhnout nativní konformace, chaperony se podílejí na jejich 




je rovněž za hypoxických podmínek zvýšena a která na HIF-1α působí jako stabilizující 
chaperon. Touto interakcí je totiž snížena jeho ubikvitinace uvnitř cytoslu, odkud pak 
může být importován přímo do jádra, kde zahajuje svou transkripční aktivitu19,20. Mimo 
chaperonového působení na několik dalších substrátů funguje NQO1 primárně jako 
enzym, kdy mechanismem dvouelektronové redukce chinonů brání tvorbě reaktivních  
a potenciálně cytotoxických semichinonů nebo redukcí superoxidových radikálů chrání 
buňku před působením reaktivních forem kyslíku21. 
1.2 Hsp70  
Rodina dynamických, všudypřítomných a vysoce homologních 70-kDa Hsp70 proteinů 
čítá u člověka celkem 13 členů (Tab. 122), zatímco pro Escherischii coli byly dosud 
identifikovány pouze tři zástupci a pro Saccharomyces cerevisiae 11 homolgů23.  
Z pohledu evoluce, kdy lze pozorovat vysoký stupeň sekvenční, strukturní i funkční 
konzervace napříč všemi organismy od archeí přes rostliny až ke člověku, jde o nejvíce 
konzervovanou rodinu proteinů vůbec, a například prokaryotický ortholog DnaK sdílí  
s eukaryotickými Hsp70 proteiny přibližně 50% sekvenční shodu22,24.  
U všech eukaryot jsou proteiny Hsp70 kódovány více než jedním genem22.  
U člověka mají pro udržování proteostasy za fyziologických podmínek nezastupitelnou 
úlohu zejména ve většině tkání konstitutivně exprimované cytosolické Hsc70 (HSPA8), 
jejž můžeme nalézt i v jádře, mitochondriální Grp75/mtHsp75 (HSPA9) a BiP/Grp78  
(z angl. Binding immunoglobulin protein) (HSPA5), který je lokalizován  
do endoplasmatického retikula (ER). Cytosolický Hsc70 zabraňuje agregaci proteinů  
a uplatňuje se primárně při skládání lineárního nascentního proteinového řetězce  
do definovaného trojrozměrného uspořádání, při translokaci proteinových řetězců  
přes membrány, pomáhá rozrušit kompaktní strukturu klathrinového pláště na povrchu 
endocytických váčků25 nebo se podílí na chaperonem zprostředkované autofagii26.  
BiP usnadňuje transport nově syntetizovaných proteinů v lumen ER a jejich následné 
sbalení do správné konformace a Grp75 má analogickou funkci v mitochondriálním 




lumen. Za stresových podmínek jsou pak pro lidskou buňku esenciální inducibilně 
exprimovaní zástupci Hsp70 rodiny, jmenovitě Hsp70 (HSPA1A), Hsp70-2 (HSPA1B)  
a Hsp70B (HSPA6)22,27. Inducibilní Hsp70, Hsp70-2 a Hsp70B se vyskytují v cytoplasmě 
a jádře a kromě Hsp70B je lze nalézt i v lysozomech22. Cytoprotektivní působení těchto 
forem spočívá zejména v jejich antiapoptotické aktivitě, kdy je na různých úrovních 
předcházeno programované buněčné smrti28,29,30. Rozsáhlá exprese Hsp70 v buňkách 
maligních nádorů různého původu koreluje s jejich zvýšenou proliferací, klinickým 
stadiem a špatnou prognózou17,31. V Tab. 222 je uveden přehled myších fenotypů  
po vyřazení funkce genů pro konkrétní homology Hsp70. 
1.2.1 Struktura Hsp70 
Nativní struktura Hsp70 je tvořena dvěma funkčními doménami, které jsou vzájemně 
propojené krátkým vysoce flexibilním úsekem hydrofobní sekvence, tzv. linkerem 
(Obr. 3 na s. 18). První doména ve směru od N-konce (45-kDa) je zodpovědná za vazbu 
a hydrolýzu adenosintrifosfátu (ATP), od čehož je odvozen její název NBD  
(z angl. Nucleotide binding domain). Druhá doména (25-kDa), vázající substrát (SBD; 
z angl. Substrate binding domain), představuje C-terminální část Hsp70. Vazba substrátu 
je přechodná, bez jakékoli sekvenční specifity a zacílená na krátké úseky proteinů 
sestávající z hydrofobních aminokyselin lemovaných pozitivně nabitými 
aminokyselinovými zbytky32. Absence sekvenční specifity vůči těmto všudypřítomným 
krátkým hydrofobním oblastem, které se s výjimkou vnitřně neuspořádaných proteinů 
opakují v primární sekvenci přibližně každých 30–40 aminokyselin a jsou vystaveny  
na povrchu nesbalených nebo špatně poskládaných proteinů15, eliminuje limitaci velikosti 
navázaného substrátu.  
Tabulka 2: Přehled projevů vyřazení genů pro jednotlivé homology Hsp70 v myším fenotypu. 





NBD, která je strukturně homologní s aktinem33, je tvořena dvěma rameny, I a II, 
kdy je každé ještě rozděleno na dvě subdomény A a B (IA, IB, IIA, IIB). Uvnitř této 
struktury připomínající zaloméné písmeno „V“ je hluboká štěrbina, na jejíž dno se váže 
molekula ATP, která je koordinována všemi čtyřmi subdoménami IA, IB, IIA, IIB. SBD 
je organizována do dvou subdomén, SBDβ a SBDα. Podjednotka beta, která sekvenčně 
navazuje na flexibilní linker, je tvořena dvěma čtyřvláknovými vzájemně pootočenými 
β-listy (β1-β2-β4-β5 a β3-β6-β7-β8), kde jsou jednotlivá vlákna propojena ven 
vybíhajícími smyčkami. Mezi β-vlákny β1-β2 a β3-β4 se nachází centrální úzká 
hydrofobní kapsa uzpůsobená vazbě jediného dlouhého hydrofobního 
aminokyselinového postranního řetězce leucinu substrátového peptidu, nad nímž  
se klenou k sobě orientované smyčky L1,2 a L3,4, které jsou navzájem stabilizovány 
vodíkovými vazbami a hydrofobními interakcemi23,34. Tato klenba stericky stabilizující 
substrát přispívá dále v pozicích −1 a +1 od centrálního leucinu k vazbě sousedících 
leucinů. Vazebná místa vně tuto centrální triádu jsou mnohem otevřenější  
a elektrostatický potenciál povrchu SBDβ je v těchto místech silně negativní35.  
Substrát vázající kapsa SBDβ je dále shora překryta helixy αA a αB ze subdomény SBDα, 
které zde tvoří v případě interakce se substrátem pomyslné víko. Zatímco  
při vazbě peptidu víko přímo dosedá na SBDβ, v případě rozlehlejšího substrátu bylo 
pozorováno, že zůstává v polootevřené konformaci36. Na helix αB plynule navazuje  
Obrázek 3. Struktura bakteriálního homologu Hsp70, DnaK. (a) Vysokoafinitní uzavřená konformace, kdy 
je mezi rameny NBD IA/B (světle zelená) a IIA/B (tyrkysová) koordinován hydrolyzovaný ATP, ve formě 
ADP. Substrát (jasně zelená) navázaný v hydrofobní kapse SBDβ je stabilizován smyčkami L1,2 a L3,4  
a subdoménou SBDα (oranžová). NBD a SBD propojené hydrofobním flexibilním linkerem jsou na sobě 
zcela nezávislé a tato ADP-vázající struktura je totožná s tzv. Apo stavem, strukturou bez navázaného 
nukleotidu. (PDB kód: 2KHO). (b) Nízkoafinitní ATP-vázající konformace s otevřenou substrát vázající 
doménou SBDβ. V NBD je koordinován ATP a vlivem rotace ramen NBD se mezi nimi v oblasti IA a IIA 
vytvořila štěrbina, do níž byl zasunut hydrofobní linker. Dále došlo k disociaci SBDβ a SBDα, které jsou 
teď dokovány na NBD poskytujíc nová interakční rozhraní NBD-SBDβ a NBD-SBDα. (PDB kód: 4B9Q). 




helix αC, který dále tvoří svazek s helixy αD a αE. SBD je zakončena C-terminálním 
nestrukturovaným regionem nesoucím konzervovaný nabitý sekvenční motiv EEVD 
(Glu-Glu-Val-Asp) umožnující interakci s tzv. TPR (34-aminokyselinové opakující se 
strukturní/sekvenční motivy; z angl. Tetratricopeptide repeats) ko-chaperony37.  
1.2.2 ATPasový cyklus a alosterická povaha Hsp70 
Hsp70 je velmi dynamická a flexibilní struktura a její celková konformace závisí na vazbě 
a hydrolýze ATP, kdy je pomocí alosterického mechanismu regulována vazba 
proteinového substrátu (Obr. 4). 
Hydrolýza navázaného ATP zvyšuje 
afinitu Hsp70 vůči substrátu v hydrofobní 
kapse SBDβ a naopak vazba substrátu 
urychluje hydrolýzu ATP. Pokud  
je v aktivním centru NBD molekula 
adenosindifosfátu (ADP) nebo je ve stavu 
bez nukleotidu, SBD váže substrát 
s vysokou afinitou (KD = 0,1–1 µM)  
a zároveň s velmi nízkou rychlostí 
asociace a disociace. Vazba ATP naopak 
oslabuje afinitu SBD vůči substrátu  
(KD se zvyšuje přibližně 10×) a rychlost 
asociace a disociace vzrůstá o dva až tři 
řády23,38. Na základě nedávných poznatků 
lze konstatovat, že je vazba a uvolnění 
substrátu nikoli náhodným, ale vysoce 
koordinovaným procesem.  
Vazba ATP do aktivního centra 
NBD vede ke vzájemnému pootočení ramen I a II, čímž dojde ve spodní části NBD  
(IA a IIA) ke vzniku štěrbiny, kam je posléze vložen hydrofobní linker. Dále je NBD 
skrze rameno I stabilizována rozsáhlou interakcí s SBDβ a SBDα, čímž je dosaženo 
konformace NBD nekompetentní pro hydrolýzu ATP, a hydrofobní kapsa pro vazbu 
substrátu v SBDβ je nyní široce rozevřená39,40 (tzv. otevřená nízkoafinitní konformace 
Hsp70) (Obr. 5a-II, 5b na s. 20). Kromě tohoto široce otevřeného vazebného místa však 
Obrázek 4. ATPasový cyklus Hsp70. Do otevřené 
SBDβ Hsp70 v nízkoafinitním stavu s navázaným 
ATP je za asistence JDP ko-chaperonu vložen 
substrát. Ten je po hydrolýze ATP stericky uzavřen 
SBDα, neboť Hsp70 přechází do své vysokoafinitní 
konformace. Délka setrvání substrátu v SBDβ je 
regulována interakcí s ko-chaperony NEF, které 
zprostředkují výměnu ADP za nový ATP a Hsp70 
přechází zpět do nízkoafinitní konformace  




byla pro stav vázající ATP popsána i konformace, kdy smyčky L3,4 a L5,6, které se 
nacházejí v SBDβ na straně vzdálenější od NBD, jsou spolu s vlákny β3 a β4, které tvoří 
dno hydrofobní kapsy na stejné straně, rovněž rozevřené, ale v mnohem menším 
rozsahu41 (tzv. částečně otevřená konformace SBDβ)) (Obr. 5a-III, 5b). Mimo tyto dvě 
konformace SBDβ, otevřenou a částečně otevřenou popsané pro DnaK-ATP, byla 
nedávno v případě lidského Hsp70 zástupce z ER, proteinu BiP, pozorována ještě třetí 
ATP-vazebná konformace, kdy je hydrofobní kapsa vázající substrát zcela 
uzavřená42,43(Obr. 5a-IV, 5b). Na základě studií prováděných v roztoku bylo následně 
zjištěno, že tato plně uzavřená konformace, která není kompatibilní s vazbou substrátu, 
je v roztoku převládající formou43.  
Bazální hydrolytická aktivita, která je pro fungování Hsp70 esenciální a umožňuje 
přechod chaperonu do vysokoafinitní konformace vázající substrát, je velmi nízká. 
Rychlost hydrolýzy zvyšují ko-chaperony z rodiny J-proteinů (JDP; z angl. J-Domain 
proteins) a to až 15 000×44,45,46. Na základě krystalové struktury zachycující ATP-vázající 
strukturu DnaK z E. coli, který je z biofyzikálního hlediska nejlépe prostudovaným 
zástupcem proteinové rodiny Hsp70, v komplexu s J-doménou ko-chaperonu DnaJ 
Obrázek 5. Alosterický cyklus Hsp70. (a) Různé konformační stavy domény SBDβ – (I) uzavřená 
konformace izolované SBDβ DnaK s navázaným substrátem (PDB kód: 1DKX); (II) otevřená SBDβ  
DnaK-ATP (PDB kód: 4JNE); (III) částečně otevřená SBDβ DnaK-ATP (PDB kód: 4B9Q); (IV) plně 
uzavřená SBDβ z BiP-ATP (PDB kód: 8ASY). (b) Zjednodušené schéma znázorňující ATPasový cyklus  
a pravděpodobné strukturní přeměny SBDβ v jeho jednotlivých fázích. Ko-chaperonem Hsp40  
je do otevřené SBDβ (zelená) Hsp70, která je v dynamické rovnováze se svou částečně otevřenou 
konformací, přenesen substrát (černá). Jejich součinností je usnadněna hydrolýza ATP, která spouští 
rozsáhlé strukturní změny a substrát je “uvězněn” v SBDβ s uzavřenou vysokoafinitní konformací. 
Následně v NBD (modrá) dochází za asistence NEF faktorů k výměně hydrolyzovaného ATP za nové, SBDα 
(červená) disociuje od SBDβ, která nabývá plně uzavřené konformace a substrát je aktivně uvolněn. 
Nakonec za asistence Hsp40, který s sebou nese nový substrát, získává SBDβ znovu otevřenou konformaci 




(Hsp40 u člověka) (Obr. 6), byl popsán evolučně konzervovaný mechanismus,  
jímž DnaJ, který na DnaK přenáší substrát47, skrze rozsáhlé kontakty s SBDβ, linkerem  
i NBD propouští signál z kapsy vázající substrát až do NBD48. Zároveň jsou vazbou 
substrátu vyvolané konformační změny přenášeny do J-domény, kde motiv HPD  
(His-Pro-Asp) udržuje linker Hsp70 zanořený ve spodní části NBD, tedy v konformaci 
která zajišťuje, aby ramena a katalytické zbytky NBD byly v pozici optimální  
pro hydrolýzu ATP48,49.  
Aby však došlo k účinné vazbě ko-chaperonu Hsp40 k Hsp70 a následnému 
přenosu substrátu, musí se Hsp70-ATP nacházet ve formě antiparalelního dimeru, jehož 
existence byla popsána na základě krystalové struktury DnaK50,51. Dimerizační rozhraní 
zde bylo definováno aminokyselinami R56, T301, N537 a D540 (Obr 7 na s. 22)50. 
Později byla tato funkčně relevantní na ATP závislá dimerizace potvrzena  
i pro eukaryotický homolog Hsp7052. Nedávno bylo zjištěno, že JDP ko-chaperony  
jsou nezbytné pro převedení zcela uzavřené konformace SBDβ v ATP vázajícím stavu 
Hsp70 na konformaci otevřenou, schopnou vazby substrátu, který je na ni posléze  
z ko-chaperonu přenesen43. Jakmile je substrát navázán, spolu s JDP rozsáhle stimulují 
ATPasovou aktivitu, Hsp70 tak přechází do vysokoafinitního ADP-vázajícího stavu, 
s uzavřenou SBDβ vázající substrát (Obr. 5a-I, 5b na s. 20) a JDP ko-chaperon disociuje 
Obrázek 6. Krystalová struktura DnaK-ATP z E. coli v komplexu s J-doménou DnaJ. Mezi rameny  
I (tyrkysová) a II (světle modrá) NBD je koordinováno ATP s Mg2+. Flexibilní linker (žlutá) je vložen 
zespodu NBD do štěrbiny mezi jejími rameny a utváří se interakční rozhraní NBD-SBDβ (červená)  
a NBD-SBDα (oranžová). Struktura antiparalelního helixu reprezentující J-doménu ko-chaperonu  
DnaJ (fialová) kontaktuje domény SBDβ a NBD a skrze svůj HPD motiv (zelená) udržuje linker zanořený 




pryč. Pomocí měření nukleární magnetické resonance (NMR) byla odvozena struktura 
zachycující přechodné uspořádání mezi stavy vázajícími ATP a ADP53.  
Ve vysokoafinitním konformačním uspořádání Hsp70 vázajícím ADP jsou NBD  
a SBD na sobě zcela nezávislé, navzájem propojené pouze flexibilním linkerem, který  
je nyní exponován solventu, a namísto interakčního rozhraní NBD-SBDβ/SBDα se utváří 
nové SBDβ-SBDα se substrátem 
navázaným do hydrofobní kapsy 
(Obr. 3a na s. 18, kap. 1.2.1). Struktura 
jednotlivých domén v Hsp70 nyní 
odpovídá strukturám, které byly popsány 
v jejich izolovaném stavu a tato  
ADP-vazebná konformace se strukturně 
shoduje se stavem, kdy je protein  
ve stavu bez nukleotidu54.  
Výměna ADP za nový ATP  
je urychlena za asistence NEF  
(z angl. Nucleotide exchange factor) 
faktorů, které interagují zejména  
se subdoménou IIB NBD, čímž 
napomáhají otevření nukleotid-vazebné štěrbiny. K tomu může docházet dvěma různými 
mechanismy – buď NEF pomáhají naklánět subdoménu IIB směrem ven o 13–27° (GrpE, 
BAG a Hsp110 rodiny NEF), nebo usnadňují její rotaci kolem podélné osy (HspBP1 
rodina NEF)55. Hsp70 po navázání nové molekuly ATP do aktivního centra v NBD opět 
nabývá v  otevřené konformaci vázající ATP plně uzavřené konformace SBDβ, substrát 
je aktivně uvolněn a celý cyklus se může opakovat.  
Jako antagonista NEF, který naopak stabilizuje ADP-vázající uzavřenou 
konformaci Hsp70 a prodlužuje tak jeho interakci se substrátem, slouží kofaktor  
Hip (z angl. Hsp70-interacting protein)56. Kromě interakce s ko-chaperony je aktivita 
Hsp70 dále regulována přítomností posttranslačních modifikací (PTM), zejména 
fosforylací57. 
  
Obrázek 7. Krystalová struktura antiparalelního 
dimeru DnaK. V rámci protomerů DnaK, A a B, jsou 
NBD vyznačeny odstíny modré, flexibilní linker 
fialovou, SBDβ odstíny zelené a SBDα odstíny 
červené barvy. Dimerizační rozhraní mezi  
NBD-NBD‘ protomeru A a B je vyznačeno 
oranžovými kruhy, rozhraní mezi NBD-SBDα‘ 





Rodina v buňce všudypřítomných ATP-dependentních molekulárních chaperonů Hsp90 
je stejně jako v případě Hsp70 evolučně vysoce konzervovaná, s 50% sekvenční 
podobností mezi bakteriálním zástupcem Hsp90 z E. coli, HtpG (z angl. High 
temperature protein G), a lidským cytoplasmatickým Hsp9058. Tyto 90-kDa molekulární 
chaperony se kromě archeí59 nacházejí ve všech biologických říších, od bakterií,  
které mají nejčastěji jednoho zástupce, až po člověka, jehož genom kóduje celkem pět 
členů Hsp90 rodiny27 – jmenovitě cytosolické Hsp90α (HSPC1), Hsp90α-A2 (HSPC2)  
a Hsp90β (HSPC3), dále Grp94 (z angl. 94-kDa Glucose-regulated protein) (HSPC4) 
sídlící v ER a mitochondriální TRAP1 (z angl. Tumor necrosis factor receptor-associated 
protein 1) (HSPC5). Zatímco cytosolická isoforma Hsp90β je exprimována konstitutivně, 
exprese Hsp90α je inducibilní, zvýšená za stresových podmínek60.  
Ačkoliv delece bakteriálního zástupce HtpG z E. coli není pro buňky letální  
a projevuje se pouze zvýšenou citlivostí na vyšší teploty s následným zhoršením růstu61, 
pro jiné bakteriální kmeny je nepostradatelný62,63, stejně jako v případě eukaryotických 
orthologů. Hsp90 jsou esenciální pro aktivaci, maturaci nebo degradaci svých strukturně 
a sekvenčně různorodých substrátů, jimiž jsou zejména kinasy64, transkripční faktory64,65, 
receptory steroidních hormonů66,67, E3-ubikvitinligasy64 nebo strukturní cytoskeletální 
proteiny jako aktin68 a tubulin69,70. Touto cestou jsou chaperony rodiny Hsp90 napojeny 
na většinu buněčných biochemických procesů a zodpovídají tak za jejich správný 
průběh71.  
Se vzrůstající komplexitou eukaryotického proteomu vzrůstá i potřeba přesné 
regulace specifity Hsp90 směrem ke konkrétním substrátům. Rostoucí variabilita funkce 
Hsp90 je zabezpečena jednak navýšením repertoáru ko-chaperonů od žádného  
u bakteriálního HtpG nebo mitochondriálního TRAP1 a ER Grp94 až k přibližně  
20 různým ko-chaperonům interagujícím s cytosolickými formami Hsp9072. Další úrovní 
regulace je přítomnost PTM, zejména fosforylace, acetylace, methylace, S-nitrosylace, 
ubikvitinace a SUMOylace, jak na molekulách samostných chaperonů Hsp90,  
tak i na jejich ko-chaperonech a substrátech72. Je známo, že Hsp90 kromě  
svých ko-chaperonů a substrátů interaguje také přímo i nepřímo s chaperonem Hsp70  




1.3.1 Struktura a konformační dynamika Hsp90  
Hsp90 chaperony jsou v buňkách přítomny jako homodimery, kde protomery, jež jsou 
paralelně orientované, sestávají ze tří lineárně uspořádaných domén. N-terminální 
doména (NTD) váže a hydrolyzuje ATP, tzv. středová doména (MD; z angl. Middle 
domain) má regulační funkci ve smyslu hydrolýzy ATP a spolu s C-terminální doménou 
(CTD), která zodpovídá za konstitutivní dimerizaci, se účastní většiny interakcí  
s ko-chaperony a substráty. Nicméně residua v NTD se rovněž podílí na některých 
specifických interakcích se substráty Hsp9058,74. Mechanismu, jak Hsp90 rozpoznává  
a váže své substráty, však zatím není příliš detailně porozuměno. Oproti bakteriálnímu 
Hsp90 a mitochondriálnímu TRAP1, má eukaryotický cytosolický Hsp90 a ER Grp94 
NTD propojenou s MD dlouhým nabitým flexibilním linkerem, který kontroluje rotaci 
NTD75,76. Lidský cytosolický Hsp90 má navíc oproti ER Grp94 nebo mitochondriálnímu 
TRAP1 homologu a bakteriálnímu HtpG ještě CTD zakončenou nestrukturovaným 
koncem nesoucím sekvenční motiv EEVD (Glu-Glu-Val-Asp) důležitý pro interakci 
s TPR ko-chaperony37, stejně jako v případě Hsp70.   
Interakce Hsp90 se substráty je podmíněna ATPasovým cyklem, v jehož průběhu 
podstupuje dimer Hsp90 rozsáhlou sérii konformačních přeměn77 (Obr. 878),  
čímž poskytuje zcela unikátní rozhraní pro regulacii svými různorodými ko-chaperony, 
s nimiž po celou dobu chaperonového cyklu postupně přichází do kontaktu. Pokud není 
v dimeru Hsp90 v každé z NTD vázána molekula ATP, dimer zaujímá tzv. otevřenou 
konformaci připomínající písmeno „V“, kdy jsou do jeho vnitřního prostoru exponovány 
Obrázek 8. Konformační stavy dimeru Hsp90. (a) Krystalová struktura otevřeného dimeru Hsp90  
bez navázaného ATP. C-terminální domény (modrá), které spolu konstitutivně dimerizují jsou následovány 
MD (žlutá) a NTD (PDB kód: 2IOQ). (b) Krystalová struktura částečně otevřené konformace Hsp90 
s navázaným ADP (PDB kód: 2O1V). (c) Krystalová struktura uzavřené konformace Hsp90 s navázaným 
ATP a substrátem (fialová) do obou NTD, které spolu přechodně dimerizují (PDB kód: 2CG9).  




hydrofobní zbytky79 podílející se na vazbě substrátů (Obr. 8a na s. 24). Při vazbě ATP do 
vazebného místa uvnitř NTD dojde ke změnám v orientaci NTD a MD v rámci protomerů 
a následně spolu obě protilehlé NTD dimerizují (Obr. 8c na s. 24). Zároveň  
se NTD a MD v rámci protomeru přibližují a rozsáhle interagují, čímž je dosaženo 
katalyticky aktivní tzv. uzavřené konformace76,79,80,81,82. Na základě několika známých 
struktur se předpokládalo, že hydrolýza obou molekul ATP probíhá naráz a chaperonový 
cyklus je symetrický79,81,82 (Obr. 8b na s. 24). Nedávná analýza mitochondriálního 
homologu Hsp90, TRAP1, který na rozdíl od cytosolického Hsp90 nespolupracuje  
s ko-chaperony, však odhalila, že v ATP-vázajícím stavu vykazuje nesymetrické 
uspořádání na interakčních rozhraních NTD-MD a MD-CTD jednotlivých protomerů83, 
čímž je pravděpodobně simultánní hydrolýze ATP předcházeno84,85. Po hydrolýze ATP 
následuje uvolnění ADP a Hsp90 opět nabývá otevřené konformace.  
1.4 Ko-chaperony regulující ATPasový cyklus Hsp70 a Hsp90 
Jak již bylo nastíněno výše, k dosažení rozličných specifických funkcí a interakcí 
s konkrétními substráty napomáhá chaperonům Hsp70 a Hsp90 celá řada ko-chaperonů, 
které s nimi v průběhu celého ATPasového cyklu přechodně interagují a rozhodují  
o dalším osudu navázaného substrátu.  
Zatímco pro chaperonovou funkci Hsp70 jsou stěžejní dvě hlavní skupiny  
ko-chaperonů, JDP a NEF, chaperonový cyklus eukaryotického cytosolického Hsp90  
je mnohem komplexnější a je regulován součinností s širokým repertoárem  
ko-chaperonů, z nichž se velká většina váže k C-terminálnímu motivu EEVD skrze svou 
TPR doménu. Místa pro interakci s ko-chaperony se však nacházejí na všech třech 
funkčních doménách Hsp9086. Bakteriální HtpG, mitochondriální TRAP1 nebo ER 
Grp94 naopak pro svou regulaci ko-chaperony vůbec nevyužívají. Interakce  
s ko-chaperony jsou velmi rozmanité a některé striktně vážou pouze určitý konformační 
stav Hsp90, což umožňuje přesné načasování jednotlivých kroků chaperonového cyklu 
podle požadavků konkrétního substrátu87. Kompletní seznam všech známých  
ko-chaperonů a substrátů Hsp90 je průběžně sledován a aktualizován Picardovou 
laboratoří (www.picard.ch/downloads/Hsp90interactors.pdf; poslední přístup 23.9.2020).   
Dobře zmapovanou skupinou ko-chaperonů Hsp90 jsou ko-chaperony podílející  
se na aktivaci steroidních receptorů nebo aktivaci kinas72. Chaperonový cyklus, který  




(z angl. Hsp70/90 organizing protein; Sti1 (z angl. Stress-inducible protein 1) 
v kvasinkách) na dimer Hsp90, čímž inhibuje jeho N-terminální dimerizaci88 a usnadňuje 
tak navázání substrátu do vnitřního prostoru Hsp90 dimeru89. Následně je za asistence 
plejády dalších ko-chaperonů, jmenovitě Fkbp51, Fkbp52, Cyp40, p23 a Pp590, které 
napomohou steroidnímu receptoru získat správnou konformaci, umožněna jeho interakce 
s odpovídajícím hormonem, vzniklý substrátový komplex je z chaperonu uvolněn a stává 
se transkripčně aktivní. V případě chaperonového cyklu proteinkinas se ko-chaperon 
Cdc37 váže nejdříve k proteinkinase a následně usnadňuje její asociaci s dimerem 
Hsp9064,91. Přesný mechanismus toho, jak dochází k aktivaci kinasy není znám, ale velmi 
pravděpodobnou se zdá hypotéza, že Hsp90 spolu s Cdc37 napomáhají kinasu 
stabilizovat proti degradaci během procesu výměny hydrolyzovaného ATP z kinasy  
za nové72. Jedním z nejlépe zmapovaných ko-chaperonů Hsp90 je Aha1 (z angl. Activator 
of Hsp90 ATPase protein 1), který funguje jako vysoce účinný aktivátor ATPasové 
aktivity Hsp90 tím, že mechanicky usnadňuje jeho N-terminální dimerizaci92.   
Zvýšení bazální ATPasové aktivity Hsp90 bylo pozorováno i v souvislosti 
s efektem tzv. makromolekulárního crowdingu, kdy je in vitro simulováno 
makromolekulami nabohacené vnitrobuněčné prostředí, které uvnitř buňky odpovídá 
přibližné koncentraci makromolekul 300–400 mg.ml-1. Tato aktivace probíhá odlišným 
mechanismem než aktivace prostřednictvím ko-chaperonů a jsou navzájem nezávislé93. 
Na základě tohoto pozorování jsme pomocí vodík/deuteriové výměny v kombinaci 
s hmotnostní spektrometrií v přítomnosti polyethylenglykolu o koncentraci 100 mg.ml-1 
testovali hypotézu, zda jedna z nejlépe strukturně charakterizovaných interakcí Hsp90 
s ko-chaperonem Aha1 nebude v tomto arteficiálním in vivo prostředí probíhat odlišným 
mechanismem. Výstup byl však srovnatelný s již dříve získanými výsledky94,95,96, proto 




1.4.1 TPR ko-chaperony regulující komunikaci mezi Hsp70/Hsp90  
Velmi důležitou skupinu proteinů ve smyslu regulace chaperonové sítě představují 
TPR ko-chaperony, které u savců tvoří přibližně celou jednu třetinu chaperonového 
systému97 a stejně jako ostatní ko-chaperony napomáhají diverzifikovat jeho funkce. 
Podílejí se zejména na procesu sbalování proteinů, kontrole kvality sbalení a případné 
degradaci, nebo translokaci proteinů přes membrány98,99. TPR domény charakteristické 
pro tyto proteiny sestávají z 34-aminokyselinových nepříliš konzervovaných 
amfipatických motivů struktury antiparalelního α-helixu (Obr. 9a), které se  
3–16× opakují a tvoří 
superšroubovici99,100 (Obr. 9b). TPR  
ko-chaperony interagující s cytosolickými 
eukaryotickými Hsp70 a Hsp90 mají své 
TPR domény tvořeny zpravidla třemi 
antiparalelními α-helixy, mezi nimiž vzniká 
amfipatický žlábek uzpůsobený pro vazbu 
proteinového ligandu, jímž je v tomto případě 
konzervovaný C-terminální sekvenční motiv 
EEVD. 
Vazebná selektivita ko-chaperonů, ve smyslu zda upřednostní vazbu 
k EEVD motivu Hsp70 nebo Hsp90, je vedle sítě elektrostatických interakcí  
mezi elektronegativním EEVD motivem a elektropozitivním povrchem TPR domény 
definována dodatečnými hydrofobními kontakty s aminokyselinovými zbytky 
lokalizovanými bezprostředně N-terminálně od EEVD motivu (Hsp70-IEEVD,  
Hsp90-MEEVD)37,101. Většina vazebné afinity TPR ko-chaperonů vůči Hsp70 a Hsp90 
chaperonům však sídlí právě v síti elektrostatických kontaktů mezi pěti konzervovanými 
pozitivně nabitými aminokyselinami TPR domény, které koordinují dvě záporně nabité 
karboxylové skupiny C-terminálního aspartátu37,100 (Obr. 10 na s. 28). Tyto 
konzervované TPR domény slouží ke specifickým interakcím s konkrétním chaperonem, 
ale o tom, jakému osudu bude vystaven substrát zpracovávaný chaperonovým systémem, 
rozhodují zejména další funkční domény přítomné ve struktuře TPR ko-chaperonů  
a v neposlední řadě také PTM, ať už samotných TPR ko-chaperonů102, chaperonů37,103 
nebo substrátů.  
Obrázek 9. Znázornění struktury TPR 
motivu. (a) 34-aminokyselinový antiparalelní 
helix. (b) Krystalová struktura TPR domény 
ko-chaperonu HOP tvořená třemi TPR 
motivy (červená, oranžová, žlutá), které  
koordinují substrát (modrý). (PDB kód: 




1.4.1.1 Ko-chaperon Hop  
K nejlépe prostudovaným TPR ko-chaperonům se řadí Hop, který díky své flexibilitě 
zprostředkovává fyzické propojení mezi C-terminálními motivy EEVD Hsp70 a Hsp90 
a usnadňuje tak přenos částečně sbaleného substrátu z Hsp70 na Hsp90, kde je dokončena 
jeho aktivace, pro niž je nezbytná přítomnost na aspartát a prolin bohatých domén DP1 
(ve struktuře Hop za doménou TPR1) a DP2 (ve struktuře Hop za doménou TPR2B)104 
(Obr. 11 na s. 29). N-terminální doména TPR1 ko-chaperonu Hop, která interaguje  
s Hsp70, je propojena dlouhým flexibilním linkerem s C-terminálním modulem 
sestávajícím z domén TPR2A a TPR2B89. Zatímco doména TPR2A interaguje  
s C-koncem monomeru Hsp90, úloha TPR2B nebyla dosud plně specifikována. Byla však 
pozorována její interakce jak s MD Hsp90, tak s Hsp7089,104 a pro Hsp70 byly navíc 
pozorovány i dodatečné přímé kontakty s Hsp90105. K čistě přímému kontaktu mezi 
Hsp70 a Hsp90 chaperony bez účasti ko-chaperonů pak dochází v případě prokaryot, 
které ko-chaperony postrádají, a rovněž i v kvasinkách73. Aby mohl být substrát na Hsp90 
přenesen, je nutné, aby se chaperon nacházel ve své otevřené konformaci. To je zajištěno 
interakcí Hop s 24 N-terminálními aminokyselinami NTD Hsp90, kdy ko-chaperon 
působí jako nekompetitivní inhibitor ATPasové aktivity a zabraňuje tak jeho N-terminální 
dimerizaci106. Zvýšená exprese ko-chaperonu Hop bývá pozorována v rakovinných 
buňkách, kde byla zároveň potvrzena i zvýšená přítomnost fosforylovaných chaperonů 
Obrázek 10. Schematické znázornění sítě elektrostatických a hydrofobních kontaktů mezi 
aminokyselinovými zbytky TPR1 a TPR2A domény ko-chaperonu Hop a substrátem. Černě jsou  zvýrazněny 
záporně nabité karboxylové skupiny C-terminálních Asp z EEVD motivů Hsp70 a Hsp90, které jsou 
koordinovány pěti konzervovanými pozitivně nabitými aminokyselinami TPR domény. (převzato  




Hsp70 a Hsp90 a prokázáno, že jejich C-terminální fosforylace zvyšuje afinitu k Hop  
ko-chaperonu, čímž je výrazně podpořena buněčná proliferace103. 
1.4.1.2 Ko-chaperon CHIP 
V souvislosti se zvýšenou úrovní fosforylace uvnitř rakovinných buněk bylo dále 
pozorováno, že naopak v případě ko-chaperonu CHIP (z angl. Carboxyl terminus 
of Hsp70-interacting protein) dochází vlivem této PTM k výraznému poklesu afinity  
mezi ním a chaperony Hsp70  
a Hsp9037,103 a zároveň v tomto 
prostředí dochází k výraznému snížení 
úrovně jeho exprese107. Kromě jediné 
N-terminální TPR domény je CHIP 
vybaven tzv. U-box doménou  
s motivem zinkového prstu, která  
mu propůjčuje schopnost fungovat 
jako E3-ubikvitinligasa kooperující  
s enzymy E2-ubikvitinační kaskády108 
a řídící ubikvitinaci nesprávně 
sbalených substrátů Hsp70. Touto 
cestou CHIP zprostředkovává 
napojení chaperonového systému  
na UPS109,110. C-terminální  
U-box doména, která je zapojena  
Obrázek 11. Přenos substrátu z Hsp70 na Hsp90 asistovaný ko-chapronem Hop/Sti1. Hop/Sti1 sestávající 
z domén TPR1-DP1-flexibilního linkeru-TPR2A-TPR2B-DP2 tvoří mezičlánek mezi Hsp90, k jehož  
C-konci se váže skrze svou TPR2A doménu, a Hsp70, jejž váže skrze svou TPR1 doménu. Jejich fyzickým 
přiblížením Hop usnadňuje přenos substrátu z Hsp70 k jeho dalšímu zpracování za asistence Hsp90. 
(převzato z Schmid, 2012)104 
Obrázek 12. Krystalová struktura asymetrického dimeru 
CHIP. N-terminální TPR doména (modrá) obsahující 
trojí repetici TPR motivu koordinuje C-terminální motiv 
peptidu Hsp90. Na ni plynule navazuje dynamický 
extendovaný α-helix (fialová) tvořící strukturu vlásenky  
a podílející se na dimerizaci. Na C-konci je struktura 
zakončena U-box doménou (zelená), která ko-chaperonu 
zajišťuje E3-ubikvitinligasovou aktivitu a je zodpovědná 





při paralelní dimerizaci s dalším protomerem, je s TPR doménou propojená skrze dlouhý 
extendovaný α-helikální region tvořící strukturu vlásenky. Ta rovněž přispívá  
k dimerizaci a pomocí krystalizace byla zachycena ve dvou různých konformacích111,112, 
což odkazuje na flexibilitu a dynamické chování ko-chaperonu CHIP v roztoku113,114. 
Organizace jednotlivých domén ko-chaperonu CHIP je znázorněna pomocí krystalové 
struktury v Obr. 12 na s. 29. 
1.4.1.3 Ko-chaperon Tomm34  
Dalším ko-chaperonem interagujícím jak s Hsp70, tak Hsp90 chaperonem je Tomm34  
(z angl. 34-kDa Translocase of outer mitochondrial membrane)115,116, který se účastní 
regulace transportu mitochondriálních preproteinů v cytosolu a jejich následného importu 
do mitochondrií pravděpodobně tak, že je napomáhá cyklickou interakcí mezi Hsp70  
a Hsp90 udržovat ve stavu kompetentním pro translokaci115,117 (Obr. 13).  
Obrázek 13. Navrhovaný model mechanismu, jímž ko-chaperon Tomm34 zprostředkovává přenos substrátu 
z Hsp70 na Hsp90 v procesu cytoplasmatického transportu mitochondriálních proteinů. (i) Tomm34 skrze 
svou TPR1 doménu kontaktuje C-terminální motiv IEEVD Hsp70-ADP s navázaným substrátem. NEF 
BAG1 usnadní výměnu ADP za nové ATP a substrát je aktivně uvolněn. Hsp70 následně přechází  
do otevřené nízkoafinitní konformace a tvoří ATP-dependentní dimer s nímž Tomm34 rozsáhleji interaguje, 
jednak skrze TPR1 a dále přes blíže nespecifikované kontakty v oblasti flexibilního linkeru. (ii) Vazba 
Tomm34 k dimeru Hsp70-ATP interferuje s přenosem nového prekurzoru z dimeru ko-chaperonu Hsp40  
do SBDβ Hsp70-ATP. Prekurzor je místo toho přenesen na Hsp90, jehož fyzické přiblížení k Hsp70 je 
zprostředkováno skrze kontakt C-terminálního motivu MEEVD s TPR2 doménou Tomm34. Zároveň vlivem 
hydrolýzy ATP usnadněnou Hsp40 přechází Hsp70 na ADP-vázající uzavřenou konformaci a Hsp40 
disociuje pryč. (iii) Protože Hsp90 rozpoznává pouze substráty jejichž stav je blízký nativní konformaci, 
z Hsp40 přenesený preprotein jím není efektivně zpracován, je uvolněn a částečně sbalený prekurzor 
podstupuje další cyklus. Předpokládá se, že tímto přenosem mezi Hsp70-Hsp90 jsou preproteiny udržovány 
v částečně sbaleném stavu kompetentním pro transport, neboť je tak aktivně předcházeno jejich agregaci 




Tomm34 sestává z N-terminální domény TPR1 a C-terminální TPR2, které jsou 
propojené dlouhým nestrukturovaným flexibilním linkerem. Zatímco doména TPR2 váže 
motiv MEEVD Hsp90 a vyžaduje, aby se chaperon nacházel v otevřené konformaci  
bez navázaného ATP, vazba k Hsp70 je komplexnější a vyžaduje jak elektrostatické 
interakce mezi C-terminálním motivem IEEVD Hsp70 a doménou TPR1, tak dodatečné 
hydrofobní kontakty mezi flexibilním linkerem ko-chaperonu a blíže nespecifikovanou 
částí Hsp70 v jeho ATP-vázajícím stavu116,117.   
1.5 NQO1 
Dalším velmi důležitým článkem v procesu udržování proteostasy je všudypřítomný 
převážně cytoplasmatický homodimerní flavoproteinový enzym NQO1 katalyzující 
dvouelektronovou redukci chinonů, nitroaromátů, železitých solí a superoxidových 
radikálů, čímž hraje ústřední roli v procesech detoxifikace xenobiotik a udržování redoxní 
rovnováhy v buňce21,118. Katalytický mechanismus NQO1 zahrnuje dvoukrokovou 
reakci, která probíhá tzv. “ping-pong” mechanismem. Během první, velmi rychlé  
a na nikotinamidadenindinukleotid(fosfát)u (NAD(P)H) závislé redukující poloreakce  
se na holoenzym váže NAD(P)H, který redukuje flavinadenindinukleotid (FAD)  
v jednom ze dvou aktivních míst na FADH2 a uvolňuje se NAD(P)
+. Redukovaný FADH2 
pak ve druhé pomalejší oxidativní poloreakci redukuje substrát navázaný v aktivním 
místě a holoenzym se regeneruje21,119 (Obr. 14).   
Obrázek 14. Katalytický mechanismus NQO1. V první fázi je isoalloxazinový skelet FAD redukován 
kofaktorem NAD(P)H a získá záporný náboj, který je následně neutralizován přenosem H+ z Tyr155.  
Ten je kompenzovaný His161. Redukce substrátu reprezentovaného chinonem je uskutečněna opačným 
tokem elektronů v isoalloxazinovém skeletu FADH2 s využitím dvou H+ z roztoku za vzniku ubichinonu.  
Ve schématu je předpokládáno, že NAD(P)H bezprostředně po redukci FAD disociuje pryč, zároveň jsou 





Exprese NQO1 bývá zvýšena v odpovědi na různé druhy buněčného stresu  
skrze několik mechanismů zahrnujících transkripční faktory Nrf2 (z angl. Nuclear factor 
erythroid 2-related factor 2) nebo AhR (z angl. Aryl hydrocarbon receptor)120,121,122. 
Zvýšená hladina NQO1 je rovněž spojována s negativní prognózou v mnoha typech 
nádorů, pro něž je charakteristické hypoxické prostředí s vysokou mírou oxidativního 
stresu. 
Bylo pozorováno, že NQO1 má i neenzymatickou funkci, kdy působí jako chaperon 
stabilizující celou řadu transkripčních faktorů jako je p53, p73α123, HIF-1α20 nebo protein 
Tat zahrnutý v infekci virem HIV124 a tento stabilizační efekt může být zvrácen 
kumarinovými deriváty, z nichž nejlépe charakterizovaný biskumarin dikumarol  
je nejdéle známým kompetitivním inhibitorem NQO1 vázajícím se do jeho aktivního 
centra, kde blokuje přístup NAD(P)H125,126,127.  
1.5.1 Struktura a katalytický cyklus NQO1 
Funkční jednotku NQO1 tvoří homodimer jehož dvě aktivní místa se nacházejí  
na rozhraní podjednotek a jsou tvořena aminokyselinovými zbytky z obou proteinových 
řetězců128. Každá 31-kDa podjednotka sestává z N-terminální domény (NTD) zahrnující 
aminokyselinové zbytky 1–224 a pevně vázající jednu molekulu FAD a z C-terminální 
domény (CTD) tvořené aminokyselinami 225–274 přispívajícími ke stabilizaci dimeru  
a vazbě koenzymu NAD(P)H a substrátů128 (Obr. 15) 
Obrázek 15. Krystalová struktura dimeru NQO1 s navázaným kofaktorem FAD a kompetitivním 
inhibitorem dikumarolem. N-terminální doména (modrá) sestávající z aminokyselin 1-224 obsahuje 
vazebná místa pro FAD (žlutá) a dikumarol (červená). Extendovaná C-terminální doména (šedá) je tvořená 
zbytky 225-274. Zeleně je vyznačena pozice P187, jehož mutace P187S, která je nejabundantnějším 
polymorfismem, způsobuje výraznou destabilizaci struktury NQO1. (PDB kód: 2F1O) (vytvořeno 




Z funkčního i strukturního hlediska lze definovat různé ligační stavy NQO1. 
Apoforma NQO1 bez navázaných kofaktorů (NQO1APO) existuje ve formě 
expandovaného konformačně flexibilního dimeru21,129, kvůli čemuž není pro tento stav  
k dispozici žádná vysoce rozlišená struktura. Zejména vysoce flexibilní CTD funguje  
jako iniciační místo pro rychlou degradaci NQO1APO prostřednictvím UPS
130,131. Vazba 
FAD pak spouští rozsáhlou konformační změnu, kdy se NQO1 s navázaným kofaktorem 
(NQO1HOLO) stává kompaktnějším s vysoce uspořádanými prvky sekundární struktury  
a celkově dochází k poklesu flexibility dimeru, což bylo potvrzeno rentgenostrukturní 
analýzou, NMR a využitím limitované proteolýzy132,133, a činí ho intracelulárně 
stabilním123,134. Krystalová struktura byla obdržena i pro NQO1HOLO formu s navázaným 
dikumarolem (NQO1DIC)
127. Pro tento stav je popsán další nárůst v uspořádanosti 
sekundární struktury, zvýšení jeho termální stability a resistence NTD a CTD vůči 
proteolýze129. Ze strukturního hlediska však není jasné, jakým mechanismem vazba 
dikumarolu snižuje vazebnou afinitu k interakčním partnerům NQO1HOLO, kteří tak 
nejsou stabilizováni před degradací UPS. 
Pro NQO1 byly doposud blíže charakterizovány pouze tři přirozeně se vyskytující 
mutace, které jsou spojené se zvýšeným rizikem výskytu rakoviny – P187S (NQO1*2), 
R139W (NQO1*3) a K240Q. Alelická frekvence polymorfismu p.P187S je zhruba 25 %, 
p.R139W 3 % populace135. Přestože je aminokyselinový zbytek P187 zanořen hluboko 
uvnitř struktury v blízkosti dimerizačního rozhraní (Obr. 15 na s. 32), projevuje se tato 
mutace změnou dynamiky NTD v oblasti kolem vazebného místa pro FAD a zároveň 
výraznou destabilizací CTD125,136, což poukazuje na přítomnost alosterické regulace 
uvnitř NQO1. Takto destabilizovaná forma je velmi rychle proteasomálně degradována. 
Funkce a stabilita NQO1 může být rovněž modulována různými PTM. Fosforylace 
aminokyselinového zbytku T128 kinasou Akt ústí v polyubikvitinaci následovanou 
proteasomální degradací137. NQO1 nesoucí fosfomimetickou mutaci na S82 vykazuje 





1.6 Hsp70, Hsp90, NQO1 a jimi zprostředkované základní 
proteostatické mechanismy 
Kromě spolupráce s ko-chaperony, které napomáhají řídit chaperonový cyklus  
ve prospěch správného sbalení a aktivace substrátů, chaperony spolupracují  
s ko-chaperony kontrolujícími proteostasu. Je-li protein nesprávně sbalen a náchylný  
k agregaci nebo je vyžadována přesná časová regulace jeho aktivity (často jde  
o transkripční faktory nebo proteiny signalizačních kaskád138), napomohou komplexy 
chaperonů a ko-chaperonů buňce k jeho degradaci. Ta může být uskutečněna dvěma 
hlavními cestami, buď spoluprací s UPS nebo s využitím autofagie. Dalším důležitým 
dějem z pohledu buněčné proteostasy je dosažení správného buněčného kompartmentu 
daným proteinem, což je zajišťováno kooperací chaperonů s dalšími specializovanými 
ko-chaperony, které rozeznávají signalizační sekvenci a napomáhají protein udržet  
ve stavu kompetentním pro transport do konkrétní organely. Neméně důležitým aspektem 
z pohledu proteostasy je i homeostasa kyslíku, kdy jakákoli nerovnováha může  
nepříznivě ovlivnit stav buněčného proteomu.  
1.6.1 Chaperonem asistovaná degradace prostřednictvím UPS 
Chaperonem asistovaná degradace zprostředkovaná UPS (CUPS; z angl. Chaperone-
assisted ubiquitin-proteasome system)110,139, při níž je na chaperon navázaný substrát 
označen jednou nebo více 
molekulami ubikvitinu, se týká 
zejména chaperonů Hsp70  
a Hsp90, které skrze svůj  
C-terminální motiv EEVD 
interagují s TPR doménou  
E3-ubikvitinligasy CHIP110.  
Ta inhibuje ATPasový cyklus 
Hsp70 a blokuje jeho schopnost 
sbalovat proteinový řetězec140. 
Navíc je prostřednictvím 
kooperace její U-box domény  
s E2-konjugačními enzymy 
z proteinové rodiny UBC4/5141,142 
Obrázek 16. Degradace proteinového substrátu skrze UPS.  
(1) Proces je zahájen aktivací ubikvitinu konjugací skrze 
thioesterovou vazbu s ubikvitin-aktivačním enzymem E1.  
(2) Aktivovaný ubikvitin je přenesen na ubikvitin-konjugační 
enzym E2, (3) který následně tvoří komplex s ubikvitinligasou 
E3 a substrátem. E3-ligasa přenese ubikvitin z E2 a připojí ho 
přes Lys k substrátu určenému k degradaci. (4) Kroky (1–3)  
se několikrát opakují za vzniku polyubikvitinového řetězce 
propojeného skrze Lys48, (5) ty slouží jako signál pro přenos 






na substrát kovalentně navázán ubikvitinový řetězec propojený skrze Lys48, což je signál 
charakteristický pro degradaci zprostředkovanou UPS143 (Obr. 16 na s. 34). Uvolnění 
takto označeného substrátu je pak iniciováno interakcí NBD Hsp70 s ko-chaperonem 
BAG1, který má kromě C-terminální NBD vázající BAG domény s NEF aktivitou 
zodpovědnou za výměnu ADP za nové ATP, 
 i tzv. ubikvitinu podobnou N-terminální doménu 
(Ubl; z angl. Ubiquitin-like domain), jež interaguje  
s 26S proteasomem144. Pro BAG1 byla popsána 
existence ternárního komplexu Hsp70/BAG1/CHIP 
(Obr. 17), kdy je polyubikvitinovaný substrát  
po uvolnění z Hsp70 navázán na BAG1145, který je 
ligasou CHIP rovněž polyubikvitinován146. V tomto 
případě jde však o propojení skrze Lys11, které 
slouží jako signál pro interakci BAG1 
s proteasomem, pro nějž je tak prostorově usnadněna 
jeho interakce se substrátem určeným k degradaci.  
K ubikvitin-dependentní/independentní degradaci proteinů dochází i vlivem nízké 
hladiny exprese nebo nestability chaperonu NQO1, který působí stabilizačně na řadu 
svých interakčních partnerů, jimiž jsou např. klíčové regulační proteiny p53 a p73α123, 
transkripční faktor HIF-1α20 nebo protoonkoprotein c-Fos147.   
1.6.2 Autofagie  
Ve stárnoucích buňkách, kde se zvyšuje poměr BAG3/BAG1148, snižuje se hladina 
CHIP149,150 a celkově klesá proteasomální aktivita151, mohou být agregované, špatně 
sbalené či modifikované proteiny eliminovány prostřednictvím lysozomální (vakuolární 
u kvasinek a rostlin) autofagie. Tu lze klasifikovat podle mechanismu do tří  
skupin – chaperonem zprostředkovaná autofagie (CMA; z angl. Chaperone-mediated 
autophagy), chaperonem asistovaná endosomální mikroautofagie (CAEMI)  
a chaperonem asistovaná makroautofagie (CAMA) (Obr. 18 na s. 36).  
Obrázek 17. Tvorba ternárního 
komplexu mezi Hsp70 a ko-chaperony 
BAG1 a CHIP a jeho interakce s 26S 





CMA zahrnuje rozpoznání substrátů nesoucích C-terminální motiv KFERQ  
(Lys-Phe-Glu-Arg-Gln) chaperonem Hsc70152. Substrát je transportován k lysozomu,  
kde je navázán k monomernímu receptoru LAMP2A (z angl. Lysosome-associated 
membrane protein type 2A)153. Tato vazba následně indukuje tvorbu translokačního 
komplexu sestávajícího z několika kopií LAMP2A a jiných, dosud neidentifikovaných 
proteinů154. Skrze tento komplex je substrát za pomoci lysozomální formy Hsp70 a Hsp90 
translokován do lumen lysozomu155. S CMA jsou spojovány i ko-chaperony Hsp40, Hop, 
Hip a BAG1, přesná povaha těchto interakcí však dosud nebyla plně objasněna26. 
V případě CAEMI dochází ke vchlípení lysozomální membrány nebo pozdního 
endosomu s cytoplasmatickým obsahem určeným k hydrolýze do lysozomálního 
lumen156. Stejně jako u CMA zde Hsc70 isoforma rovněž specificky rozpoznává KFERQ 
motiv.  
Pro CAMA je cytoplasmatický substrát nejdříve identifikován rozpustnými 
receptory a adaptorovými proteiny v cytoplasmě a následně uzavřen uvnitř 
autofagosomu, dvojitou membránou ohraničené vesikuly, která pak přímo fúzuje 
s lysozomem157. Mechanismus rozpoznávání substrátu může být jak nespecifický,  
tak specifický158. Hsp70 interaguje s NEF BAG3, skrze nějž tvoří ternární komplex  
s tzv. malým heat-shock proteinem HspB8159, a zároveň svým C-terminálním EEVD 
motivem interaguje s E3-ubikvitinligasou CHIP158. Tento komplex 
s polyubikvitinovaným substrátem je rozpoznán ubikvitin-vázajícím proteinem 
p62/SQSTM1, který se zároveň váže k LC3, a jeho lipidovaná forma LC3-II posléze 
asociuje s inicializační membránou autofagosomu, čímž je zahájeno uzavření membrány 
a vzniklý autofagosom může fúzovat s lysozomem26.  
Obrázek 18. Znázornění tří známých mechanismů autofagie – CMA, CAEMI a CAMA. Mechanismy 
autofagie zprostředkované Hsp70 probíhají za asistence chaperonů a ko-chaperonů (zelené a žluté kruhy), 
jejich konkrétní příspěvek k těmto procesům je však doposud ve velké míře neznámý.  
Červeně je vyznačen C-terminální sekvenční motiv KFERQ, zelený trojúhelník symbolizuje LC3. (převzato 




1.6.3 Chaperony asistovaný transport proteinů  
Proteiny určené pro sekreci ven z buňky a inkorporaci do endomembránových 
kompartmentů nebo plasmatické membrány prochází přes ER, ve kterém nabývají 
požadované konformace. Tam jsou translokovány pomocí trimerního komplexu Sec61 
poté, co sem byly v drtivé většině vnořeny ko-translačně po usednutí ribozomu  
na receptor vázající tzv. SRP  
(z angl. Signal recognition 
particle) ribonukleoproteinový 
komplex navázaný na ribozom. 
Tato interakce je zprostředkována 
rozpoznáním N-terminální 
sekvence nově syntetizovaného 
proteinu signalizující jeho 
předurčení pro transport do ER160. 
Díky této ko-translační translokaci 
je eliminována nutnost doprovázet 
nově vznikající proteinový řetězec 
chaperonovými komplexy, které 
by zabraňovaly jeho agregaci.  
K translokaci skrze Sec61 
translokon může docházet i posttranslačně, kdy je protein v cytoplasmě udržován ve stavu 
kompetentním pro transport za chaperonové asistence161 (Obr. 19)  
Děje se tak i u jádrem kódovaných proteinů, které obsahují signalizační sekvenci 
pro transport do mitochondrie, kam jsou posttranslačně translokovány poté, co proběhla 
jejich syntéza na ribozomu uvnitř cytoplasmy. Od samého začátku je translace selektivně 
asistována chaperonovými komplexy. Nejabundantnější jsou zde chaperony Hsp70, 
Hsp90 a ko-chaperon Hsp40162, přičemž je předpokládána asociace i s dalšími  
ko-chaperony jako např. Tomm34115, které napomáhají udržovat proteinový řetězec 
neagregovaný a ve stavu kompetentním pro transport skrze translokační komplex vnější 
mitochondriální membrány TOM (z angl. Translocase of outer mitochondrial membrane). 
Ten sestává ze dvou až tří translokačních pórů, které jsou tvořeny proteinem Tom40  
s charakteristickou strukturou β-barelu, receptorem Tom22 a malými stabilizačními  
a kontrolními podjednotkami Tom5–7. S TOM translokonem asociují dva další receptory 
Obrázek 19. Translokace proteinů do ER skrze Sec61 
transokon. Dvě alternativní cesty transportu proteinů  
do ER – vpravo ko-translační a vlevo posttranslační, kdy je 
nutno eliminovat nespecifické hydrofobní interakce nově 
syntetizovaného proteinu za asistence ko-chaperonů 




Tom20 a Tom70, které se preferenčně vážou k substrátům s různou signální sekvencí,  
ale jejich funkce je vzájemně redundantní163. Jak Tom20, tak Tom70 nesou TPR motivy, 
jejichž prostřednictvím mohou interagovat s C-terminálním motivem EEVD Hsp70  
a Hsp90 chaperonů, od nichž převezmou substrát, který je pak přes Tom22 zacílen přímo 
do Tom40 a odtud dál putuje do konkrétního mitochondriálního kompartmentu164. 
Celý proces importu proteinových prekurzorů do mitochondrií je posttranslačně 
regulován na několika úrovních. Významná je fosforylace samotných prekurzorů,  
Hsp70 a zejména jednotlivých podjednotek TOM komplexu cytoplasmatickými kinasami 
v závislosti na metabolických potřebách buňky165,166. Zatímco Tom22 je fosforylován 
kaseinkinasou 2, která mitochondriální import stimuluje, receptor Tom70  
je za anaerobních podmínek fosforylován c-AMP dependentní proteinkinasou A (PKA) 
(Obr. 20a). Touto fosforylací je narušena jeho interakce s cytoplasmatickým Hsp70, 
dochází k inhibici mitochondriálního importu167 a proteinový prekurzor je k dispozici  
pro potřeby buňky (Obr. 20b).  
Sekvenční motivy potenciálně fosforylovatelné PKA se nacházejí i v sekvenci 
cytoplasmatického ko-chaperonu Tomm34 – jedním z nich je Ser93 nacházející se 
v doméně TPR1, druhým je Ser160 v oblasti flexibilního linkeru168. Jak TPR1,  
tak flexibilní linker jsou zapojeny v ATP-dependentní interakci s Hsp70117 a fosforylace 
Obrázek 20. Regulace mitochondriálního translokačního komplexu TOM cytoplasmatickými kinasami.  
(A) Všechny podjednotky translokačního komplexu vnější mitochondriální membrány TOM jsou 
fosforylovány cytoplasmatickými kinasami (CK1/2 – kaseinkinasa 1/2; CDK – cyklin-dependentní kinasa; 
PKA – cAMP dependentní proteinkinasa A) (fosforylované aminokyseliny jsou schematicky znázorněny 
hvězdičkami), které buď stimulují nebo inhibují biogenezi kritických částí translokační mašinerie.  
(B) Za fermentačních metabolických podmínek, kdy je snížená potřeba mitochondriálních proteinů, vzrůstá 
hladina cAMP, která aktivuje PKA. Ta selektivně fosforyluje Ser receptoru Tom70 v blízkosti vazebného 
místa pro chaperony Hsp70 a Hsp90, které sem jinak přinášejí hydrofobní prekurzory. Dále může 
fosforylovat Tom40 podjednotku, čímž je inhibována mitochondriální translokace, nebo Tom22 prekurzor 





by tak v tomto procesu mohla hrát regulační roli. Flexibilní linker zároveň nese sekvenční 
motiv RXX(pS/pT)XP rozpoznávaný dimerickými všudypřítomnými regulačními 
proteiny 14-3-3169, RWNS(160)LP, což je v souladu s typickou povahou 14-3-3 proteinů 
vázajících se k úsekům charakterizovaným strukturou postrádající prvky vnitřní 
uspořádanosti170. 14-3-3 se rovněž blíže nespecifikovaným mechanismem spolupodílí  
na procesu transportu mitochondiálních prekurzorů171,172. 
1.6.4 NQO1 a udržování buněčné redoxní rovnováhy 
Redoxní stav buňky je dalším regulovatelným parametrem, který zodpovídá za správné 
fungování proteomu. Jedním z mechanismů, kterými jsou eliminovány reaktivní formy 
kyslíku, je dvouelektronová redukce solubilním cytoplasmatickým enzymem NQO1. 
Tento flavoprotein katalyzuje redukci chinonů a jejich derivátů173, čímž zabraňuje vzniku 
reaktivních semichinonů, které mohou atakovat proteiny, lipidy nebo DNA174.  
Dále katalyzuje redukci nitroaromátů, železitých solí a superoxidových radikálů21 
(Obr. 21). Ztráta redukční aktivity NQO1 je nejčastěji spojována s rizikem 
karcinogeneze21 a procesem stárnutí buněk151.  
Na druhou stranu, pro již transformované buňky, kterým NQO1 napomáhá 
vyrovnat se s oxidativní zátěží, byla pozorována spojitost zvýšené exprese NQO1 s horší 
prognózou stavu pacienta. V rakovinných buňkách v hypoxickém stavu NQO1 zároveň 
Obrázek 21. Úloha NQO1 v ochraně buněk proti 




nepřímo reguluje dostupnost kyslíku svým stabilizačním působením na transkripční 
faktor HIF-1α (Obr. 22), který je zde hlavním regulátorem homeostázy kyslíku20.  
  
Obrázek 22. Model znázorňující stabilizační působení NQO1 na HIF-1α v rakovinných buňkách.  
Při fyziologické hladině O2 v buňkách je konstitutivně exprimovaný HIF-1α hydroxylován zástupci rodiny 
proteinů s prolyl-hydroxylasovou doménou (PHD). Hydroxylace je rozeznávána proteiny s E3-ligasovou 
aktivitou, HIF-1α je ubikvitinován a proteasomálně degradován (vlevo). Ve stavu hypoxie je mechanismus 
hydroxylace poškozený vlivem interakce HIF-1α s NQO1 a HIF-1α dimerizuje s HIF-1β za tvorby 
transkripčně aktivního komplexu, který se váže k HRE (z angl. Hypoxia response element)  
DNA-sekvenčnímu motivu v oblasti promotoru nebo enhanceru cílových genů (vpravo). 




1.7 Techniky strukturní hmotnostní spektrometrie 
V průběhu uplynulých tří dekád se hmotnostní spektrometrie (MS; z angl. Mass 
Spectrometry) stala neoddělitelnou součástí strukturní biologie. Díky svým vlastnostem 
jako je vysoká citlivost, rychlost analýzy, přesnost a správnost určení hmotnosti  
a aplikovatelnost v nejrůznějších uspořádáních175,176 poskytuje nezměrné množství 
informací o primární struktuře proteinů, jejich modifikacích, ale také o jejich strukturním 
upsořádání, dynamice a interakcích. Mezi hmotnostně spektrometrické techniky 
strukturní biologie se řadí pro tuto práci stěžejní vodík/deuteriová výměna (HDX-MS)177, 
dále chemické zesítění proteinů (XL-MS)178, nativní MS179 nebo měření iontové mobility 
(IM-MS)180. Všechny tyto techniky, které poskytují informaci o struktuře s nižším 
rozlišením, lze využít pro získání komplementárních informací charakterizujících 
proteinová uspořádání. Velmi užitečné jsou zejména v případech, kdy není možné 
aplikovat klasické strukturní techniky s vysokým rozlišením. Strukturní MS tak nachází 
uplatnění v situacích, kdy je limitující množství proteinu, proteiny jsou dynamické, 
vnitřně neuspořádané, nedostatečně homogenní, příliš velké, případně když je klíčová 
rychlost analýzy a rychlost získání (ale i interpretace) dat181. 
Analýzu proteinů pomocí MS lze provádět na třech základních úrovních, které jsou 
označovány jako bottom-up, top-down a middle-down. V nejběžnějším bottom-up 
uspořádání je využívána proteolýza v kombinaci s následnou MS analýzou, nejčastěji 
LC-MS/MS. Jedinou limitací tohoto uspořádání, co se týče velikosti analyzovaného 
proteinu nebo komplexity vzorku, je rozlišovací schopnost daného LC-MS systému182. 
Další jeho limitací je ztráta informace o různých formách jednotlivých proteinů. Opačnou 
strategii, která právě vyniká schopností určit přítomnost proteoforem, je top-down.  
V top-down experimentu je v hmotnostním spektrometru analyzována intaktní forma 
proteinu, která je následně fragmentována v plynné fázi. Nejvyužívanější fragmentační 
technikou je kolizně indukovaná disociace (CID; z angl. Collision-induced dissociation). 
Tato technika často neposkytuje dostatečné množství fragmentových iontů a také vede 
k disociaci PTM (např. fosforylace183,184), což znemožňuje jejich lokalizaci v rámci 
proteinové sekvence. V tomto ohledu pak lze jako alternativní fragmentační techniky 
využít např. disociaci záchytem elektronu (ECD; z angl. Electron capture dissociation), 
disociaci přenosem elektronu (ETD; z angl. Electron transfer dissociation) nebo nově 
zavedenou fotodisociaci ultrafialovým zářením (UVPD; z angl. Ultraviolet 




a tak umožňují přiřazení místa modifikace185. Middle-down přístup kombinuje obě výše 
zmíněná uspořádání, kdy se s využitím omezené proteolýzy získavají delší fragmenty  
(3–15 kDa), které jsou následně fragmentovány v plynné fázi186.  
1.7.1 Vodík/deuteriová výměna kombinovaná s MS 
V 50. letech minulého století Linderstrøm-Lang společně se svými kolegy popsal 
základní teorii pro analýzu kinetiky proteinů pomocí vodík/deuteriové výměny  
(HDX; z angl. Hydrogen/deuterium exchange)187. S využitím této techniky je sledována 
konformační dynamika proteinu v roztoku skrze rychlost výměny amidických vodíků 
proteinové páteře za deuterium, čímž je reflektována jejich dostupnost rozpouštědlu.  
Ta je funkcí dvou vlastností konkrétních aminokyselinových zbytků – jejich zapojení 
v tvorbě prvků sekundární struktury (vodíkové vazby) a přístupnosti solventu188. 
Schopnost HDX zachytit lokální konformační změny proteinové molekuly může být 
využita pro charakterizaci protein-proteinových/ligandových interakcí, jejich 
alosterického chování, událostí doprovázejících sbalování nebo denaturaci proteinu,  
nebo jejich odpovědi na přítomnost nejrůznějších prvků, jakými jsou např. přítomnost 
mutace nebo PTM. Až do 90. let 20. století byla nejvyužívanější metodou pro analýzu 
HDX NMR189,190,191. Následně díky rozvoji měkkých ionizačních technik, ESI (ionizace 
elektrosprejem; z angl. Electrospray ionization) a MALDI (ionizace laserem  
za přítomnosti matrice; z angl. Matrix-assisted laser desorption/ionization) začala 
narůstat role detekce prostřednictvím MS192,193 (HDX-MS).  
Základní model kinetické teorie HDX předpokládá, že se amidické vodíky mohou 
vyskytovat ve dvou různých stavech, ve stavu nekompetentním pro výměnu (NHcl) – když 
jsou nepřístupné solventu nebo zapojené v tvorbě sekundární struktury – nebo 
kompetentním (NHop) pro výměnu za deuterium. Protože struktura proteinu je 
dynamická, NHcl se stávají NHop a naopak. HDX kinetiku pro sbalený protein lze popsat 
následovně vztahem (1): 
kop a kcl jsou rychlostní konstanty pro strukturní změny proteinu (relaxace/stabilizace 







Rychlost výměny isotopů je vysoce závislá na pH prostředí (Obr. 23a)  
a mechanismus výměny může být katalyzovaný bazicky, kysele nebo vodou194,195,196.  
Za fyziologického pH (7,0–7,4) jde predominantně o bazicky katalyzovanou reakci.  
Při ní je každá změna pH o jednotku doprovázena desetinásobnou změnou reakční 
rychlosti. Dalším faktorem, kterým je rychlost výměny silně ovlivňována, je teplota195 
(Obr. 23b), kdy zvýšení teploty o 10 °C znamená přibližně trojnásobné zvýšení rychlosti 
reakce189. Teoretická rychlost HDX, kch, v závislosti na teplotě, T, může být vypočtena 
z modifikované Arrheniovy rovnice (2): 
 











krc(293) je referenční rychlostní konstanta kint,H, kint,OH nebo kint,H2O (rychlostní konstanty 
pro kysele, bazicky nebo vodou katalyzovanou reakci) v závislosti na pH při 20 °C.;  
EA je aktivační energie pro kysele, bazicky nebo vodou katalyzovanou  
reakci – EA(kH) = 14 kcal.mol
-1, EA(kOH) = 17 kcal.mol
-1, EA(kH2O) = 19 kcal.mol
-1;  
R je univerzální plynová konstanta (8,314 J.mol-1.K-1)195. 
Pro HDX existují dva způsoby experimentálního uspořádání – převládající 
kontinuální značení, které poskytuje informaci o HDX kinetice proteinu, který  
je v nativním stavu deuterován v časovém rozpětí sekund až hodin; nebo méně obvyklé 
pulsní značení, kdy je protein podroben konkrétnímu podnětu (např. denaturaci) 
 a po určité době je pulsně (10–20 s) deuterován197, poskytujíc tak informaci o kinetice 
procesu iniciovaném daným podnětem (Obr. 24 na s. 44). 
Obrázek 23. Vliv pH a teploty na rychlost HDX. (a) Graf závislosti rychlosti chemické výměny, logkch, 
amidických vodíků za deuterium při 25 °C jako funkce pH. (b) Rychlost chemické výměny, kch, jako funkce 
teploty (°C) pro bazicky katalyzovanou reakci. kch byla pro teploty 0–30 °C vypočtena z rovnice (2)  





Typické uspořádání kontinuálního HDX-MS experimentu je reprezentováno 
Obr. 25 na s. 45. Proteinový systém je za podmínek s různými proměnnými, jež proti 
sobě srovnáváme, po definovaný časový úsek inkubován v pufru obsaujícím deuterium, 
načež je rychlost HDX reakce téměř zastavena snížením pH na hodnotu 2,5 a prudkým 
ochlazením na 0 °C nebo zamražením v kapalném dusíku. Při měření MS převládá 
bottom-up přístup a protein je při 0 °C, kdy je minimalizována zpětná výměna, s využitím 
nespecifických aspartátových proteas proteolyticky štěpen v LC-systému. Vzniklé 
peptidy jsou odsoleny na reverzní fázi a před tím, než vstoupí do hmotnostního 
spektrometru, jsou rovněž při 0 °C s využitím lineárního gradientu acetonitrilu 
chromatograficky separovány na analytické koloně s reverzní fází. Naměřená data jsou 
posléze analyzována s využitím softwaru pro HDX. Protože lze pouze spekulovat o tom, 
jakou velikost změny v deuteraci mezi dvěma různými podmínkami už je možné 
považovat za signifikantní, doporučuje se experiment provést v sérii dvou až tří 
technických replikátů. Dále je pak doporučeno provést korekci na rozsah zpětné výměny 
pro každý peptid198. To je nezbytné zejména v případě porovnávání vlivu zanesení 
mutace do sekvence proteinu, neboť různá velikost postranního řetězce aminokyselin 
může stericky ovlivnit přístupnost amidických vodíků proteinové páteře rozpouštědlu. 
Obrázek 24. Kontinuální vs. pulsní uspořádání HDX experimentu. (a) Při kontinuálním značení je protein 
inkubován s deuteriem po různě dlouhé časové intervaly, což nám poskytuje informaci o kintetice HDX 
daného proteinového systému v čase. (b) V pulsním uspořádání je protein v počátečním čase t0 podroben 
podnětu iniciujícímu strukturní změnu (např. přídavek denaturantu), v následujících časech t1-x je přidána 
deuteriová značka a pulsní HDX reakce je vždy po stejném definovaném krátkém časovém úseku zastavena, 
poskytujíc tak informaci o průběhu konformační změny vyvolané inicializačním podnětem. (převzato  




K navýšení peptidové redundance a rozlišení až na jednotlivé aminokyseliny, 
alespoň v určitých segmentech proteinu, může napomoci vhodná volba proteasy. Běžnější 
je vedle štěpení v roztoku využívat štěpení proteinu pomocí kolon s imobilizovanou 
proteasou zapojených v uspořádání on-line v temperovaném LC-systému199. Pro každý 
protein se zvlášť testují nejvhodnější podmínky štěpení těmito nespecifickými 
proteasami, kdy nejběžněji využívanou aspartátovou proteasou je pepsin. Dále se 
využívají nepenthesinové proteasy nepenthesin-I199,200 a nepenthesin-II201,  
nebo aspergillo- a rhizopuspepsin, známé jako proteasy typu XIII a XVIII202. Pro každý 
protein je optimalizována nejvhodnější průtoková rychlost přes danou proteasu, kdy vyšší 
průtoková rychlost znamená kratší setrvání proteinu na proteasové koloně a poskytuje 
delší peptidy a naopak. V případě hůře štěpitelných proteinů, kterými jsou  
např. transmembránové proteiny obklopené detergentem, je možné využít volbu různých 
aditiv v pufru okyselujícím HDX reakci a minimalizujícím tak její rychlost – jimi jsou 
nejčastěji urea, TCEP (tris(2-karboxyethyl)fosfin) nebo hydrochlorid guanidinu. Jinou 
možností je zahřátí proteasové kolony, které rovněž zvyšuje efektivitu štěpení203. 
Proteasové kolony lze zapojit do LC-systému samostatně nebo použít jejich kombinaci. 
Obrázek 25. Sekvenční schéma jednotlivých kroků HDX experimentu. Poté, co proběhne značení proteinu 
deuteriem (v kontinuálním nebo pulsním uspořádání) a HDX reakce je minimalizována snížením pH  
na hodnotu 2,5 a prudkým snížením teploty, protein je s využitím kyselých aspartátových proteas štěpen, 
buď v roztoku, nebo s využitím proteasové kolony naplněné imobilizovanou proteasou zapojenou on-line 
v LC-systému, kde jsou vzniklé peptidy před vstupem do MS odsoleny a separovány s využitím analytické 
kolony na principu reverzní fáze. Naměřená data jsou následně procesována pomocí specializovaného 
softwaru pro HDX, který poskytne informaci o úrovni deuterace jednotlivých peptidů. Získané informace 




Pro dosažení rozlišení na úrovni jednotlivých aminokyselinových zbytků je vedle  
bottom-up přístupu v mnohem menším rozsahu využíváno top-down HDX uspořádání  
s technikou fragmentace ECD nebo ETD v plynné fázi, které nejsou na rozdíl od CID 
fragmentace doprovázeny migrací labilních protonů a deuterií mezi atomy dusíku, síry  
a kyslíku v rámci jednoho peptidu204, tzv. scramblingem deuteriové značky. 
Průměrnou úroveň deuterace pro každý peptid lze určit na základě distribuce 
izotopů, která odráží rychlost strukturní změny. V případě, kdy v dané části proteinu 
dochází k pomalejším změnám struktury než je rychlost HDX, jedná se o tzv. EX1 
kinetiku, která je v hmotnostním spektru demonstrována bimodální distribucí 
isotopových obálek. Pokud je naopak strukturní změna rychlejší než HDX, jde o tzv. EX2 
kinetiku charakterizovanou unimodální isotopovou obálkou. Stále častěji se však objevují 
publikace zmiňující tzv. EXX kinetiku, kdy jsou rychlosti změny struktury a HDX 
přibližně stejné.177 Pro EX1, EX2 a EXX charakteristické isotopové obálky jsou 
znázorněny v Obr. 26.  
1.7.2 Chemické zesítění kombinované s MS  
Chemické zesítění proteinové struktury v kombinaci s MS (XL-MS) je další velmi 
rozšířenou strukturní MS technikou. Ke studiu proteinu je využito kovalentní modifikace 
s následným propojením snadno přístupných/reaktivních postranních řetězců 
aminokyselin bifunkčními činidly o známé délce, na základě čehož lze odvodit informace 
o jejich přibližné vzdálenosti205,206, ať už v rámci struktury proteinu nebo proteinového 
Obrázek 26. Schematická reprezentace isotopových obálek charakteristických pro kinetiku EX1, EX2  




komplexu. Technikou chemického zesítění tak mohou být zachyceny různé přechodné 
stavy proteinů, interakce mezi podjednotkami, jejich topologie a dynamika.  
K dispozici je široké spektrum síťovacích činidel s různou reaktivitou, délkou  
nebo rozpustností. Původně ke snížení komplexity získávaných dat byla navržena 
isotopově značená činidla, která lze využít i pro kvantifikaci strukturních změn v rámci 
různých stavů proteinu207,208. Dále lze využít činidel štěpitelných za podmínek 
fragmentace CID, činidel obsahujících fluorofory nebo nesoucích afinitní značku178,209. 
Nejvyužívanější skupinou síťovacích činidel jsou homobifunkční vysoce aminoreaktivní 
estery N-hydroxysukcinimidu síťující mezi sebou postranní řetězce lysinů  
nebo N-terminus proteinu.  
Před samotným provedením síťovací reakce je nezbytné nalézt optimální 
experimentální podmínky. Proměnnými jsou zde molární nadbytek síťovacího činidla 
vůči proteinu, délka reakce a teplota. Koncentraci analyzovaného proteinu je běžné držet 
co nejnižší v rozmezí 0,5–1,5 g.l-1, aby byly minimalizovány nespecifické interakce. 
Rovněž pufr v němž bude reakce probíhat musí být zvolen takový, aby neobsahoval 
složky interferující s reaktivními skupinami síťovaných aminokyselin. Produkty síťovací 
reakce lze ověřit pomocí SDS-PAGE, kdy pak z gelu můžeme izolovat konkrétní 
zesíťovaný stav, který je podroben proteolytickému štěpení a vzniklé peptidy 
analyzovány s využitím vysokoúčinné kapalinové chromatografie v tandemu s MS  
(HPLC/UHPLC-MS; z angl. High-peformance/Ultra-high performance liquid 
chromatography). Produkty síťovací reakce lze tímto přístupem analyzovat rovněž přímo 
z roztoku, čímž mizí limitace velikostí síťovaného systému (Obr. 27).  
Obrázek 27. Reprezentace průběhu typického XL-MS experimentu. Zesíťovaný protein je proteolyticky 
štěpen. Peptidy jsou následně podrobeny MS analýze a identifikovaná propojení poskytnou informaci  
o maximálních vzdálenostech mezi zesíťovanými zbytky v rámci proteinového uspořádání. (převzato 




1.7.3 Nativní MS 
Technika nativní MS, kdy je protein sprejován pomocí nanoESI (nESI) z vodného 
roztoku přímo do hmotnostního analyzátoru, umožňuje monitorování nativní konformace 
proteinů i nekovalentně asociovaných biomolekul v plynné fázi. Oproti proteinovým 
molekulám sprejovaným z organických solventů mají tyto proteiny sprejované  
za nativních podmínek mnohem užší distribuci nábojových stavů, která je úměrná 
množství přístupných bazických aminokyselinových zbytků, které mohou být 
protonizovány (Obr. 28)179.  
Schopnost nativní MS zachovat nekovalentní interakce nám může poskytnout 
informace ohledně složení, stechiometrie a topologie proteinových komplexů, určit 
afinitu malých ligandů vůči proteinu a rovnovážnou disociační konstantu celého 
komplexu (Kd)
179. Pokud jsou podjednotky komplexu přidávány postupně, nESI může 
ukázat jak je komplex formován210 – umožňuje identifikovat přímé interakce mezi 
podjednotkami, napomáhá přiřadit jejich relativní pozice a určit stabilní jádro komplexu. 
Zásluhou neustále se rozvíjející instrumentace lze získat náhled do struktury čím dál 
Obrázek 28. Srovnání MS analýzy identické směsi proteinů za denaturujících podmínek (a) 




větších a komplexnějších proteinových uspořádání jako jsou mega-Da ribozomy211  
nebo virové kapsidy212.  
Před samotným MS měřením je obvykle protein převeden do pufru obsahujícího 
acetát amonný, jehož iontovou sílu a pH je nutno striktně kontrolovat, aby byly dodrženy 
podmínky zajišťující dosažení nativní konformace analyzovaného proteinu. V typickém 
uspořádání se využívá ionizace nESI, kdy je vzorek sprejován skrze kapiláru  
s otvorem o průměru 0,5–10 µm, což umožňuje použít nízkou průtokovou rychlost  
(20–200 nl.min-1) a minimalizovat tak spotřebu vzorku.  
1.7.4 Iontová mobilitní spektrometrie kombinovaná s MS 
Pro charakterizaci proteinů nebo proteinových komplexů, které je obtížné pozorovat 
vysoce rozlišenými strukturními technikami, je rovněž široce uplatňována iontová 
mobilitní spektrometrie nebo také iontová mobilita (IM) v kombinaci s MS  
(IM-MS) (Obr. 29). IM umožňuje narozdíl od MS, kdy jsou molekulové ionty 
separovány podle poměru hmoty a náboje, separovat částice v plynné fázi podle poměru 
velikosti/tvaru a náboje. Děje se tak v mobilitní cele vlivem srážek molekulových iontů 
Obrázek 29. Schematická reprezentace informací o proteinovém uspořádání, jež mohou být získány 




za atmosferického tlaku ve statickém elektrickém poli s inertním tlumivým plynem 
(nejčastěji dusík nebo helium) majícím opačný směr proudění213. Měřením času 
potřebného k průchodu iontu průletovou mobilitní celou (v angl. Drift time) a po kalibraci 
pomocí proteinů se známou strukturou (mj. cytochrom c, ubikvitin, myoglobin) může být 
získán jejich kolizní průřez (CCS; z angl. Collisional cross-section) udávaný  
v jednotkách Å2. Větší molekulové ionty s vyšším CCS podstupují vyšší množství srážek 
s tlumivým plynem a jejich pohyblivost mobilitní celou je tak oproti menším částicím 
pomalejší180.  
Předřazením IM cely hmotnostnímu analyzátoru tak dochází k navýšení separační 
dimenzionality klasického hmotnostně spektrometrického uspořádání a je tak možné  
od sebe odlišit různé konformační stavy molekul o stejné hmotnosti. Jedním z přístupů 
IM-MS jak studovat proteinové molekuly je metoda kolizně indukované postupné 
destabilizace terciární struktury (CIU; z angl Collision induced unfolding)214 (Obr. 30). 
V typickém CIU experimentu jsou izolované molekulové ionty v plynné fázi těsně  
před vstupem do IM cely postupně aktivovány postupně se zvyšujícím množstvím srážek 
s inertním plynem (např. argon, helium nebo dusík). Tím narůstá jejich vnitřní energie, 
vlivem čehož dochází k destabilizaci struktury, což se následně projeví na jejich 
pohyblivosti skrze IM celu. Je tak možné posoudit stabilitu proteinových uspořádání  
nebo jejich interakci s ligandy. Získané CCS jsou dále hojně využívány pro molekulové 
modelování175.  
  
Obrázek 30. Princip IM CIU experimentu. Postupným zvyšováním kolizního 
napěti dochází k destabilizaci prvků sekundární struktury, což se projeví 




2 CÍLE PRÁCE  
Cílem této disertační práce bylo strukturně charakterizovat dynamická proteinová 
uspořádání, která se podílejí na udržování proteostasy. Jejich chování v roztoku bylo 
pozorováno technikami strukturní hmotnostní spektrometrie, zejména s využitím 
vodík/deuteriové výměny. Pokud je funkce těchto proteinů jakkoli narušena, ať už vlivem 
modifikací nebo deregulací hladiny jejich exprese, jsou tyto disbalance demonstrovány 
na úrovni celého buněčného proteomu a velmi často se pojí s různými patologickými 
stavy jako je karcinogeneze, Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba, 
Huntingtonova nemoc, roztroušená skleróza nebo schizofrenie. Znalost struktury, 
interakčních partnerů a interakčních mechanismů těchto dynamických molekulárních 
chaperonů může významně napomoci při vývoji terapie vůči výše jmenovaným 
patologickým stavům.  
 
 
Specifické cíle byly: 
 Charakterizovat ATP-dependentní dimerizační rozhraní inducibilní formy Hsp70 
(HSPA1A)  
 Charakterizovat aminokyselinové zbytky tvořící stabilizační jednotky v kontextu 
alosterických přeměn inducibilní formy Hsp70 (HSPA1A)  
 Popsat strukturní vliv vazby proteinu 14-3-3 na fosforylovaný ko-chaperon 
Tomm34 a dále strukturně charakterizovat dopad fosforylace na jeho interakci  
s chaperony Hsp70 a Hsp90  
 Poskytnout strukturně rozlišenou informaci pro dynamickou apoformu enzymu 
NQO1 a následně porovnat rozdíly v dynamice NQO1 s navázaným kofaktorem 






Publikace zahrnuté v této práci obsahují popis veškerých použitých metod v plném 
rozsahu, včetně všech technických detailů nezbytných pro jejich reprodukovatelnost.  
V následujících řádcích je proto prezentován pouze stručný výčet technik využitých 
napříč touto prací. 
Seznam použitých metod 
 Vodík/deuteriová výměna v kombinaci s MS (HDX-MS) 
 Nativní nESI-MS  
 MS analýza primární struktury proteinů a posttranslačních modifikací  
(ESI-FT-ICR, aplikace přímým nástřikem nebo v LC-MS a LC-MS/MS 
uspořádání) 
 Chemické zesítění proteinů (XL-MS) 
 Příprava proteinového vzorku pro MS analýzu  





4 VÝSLEDKY A DISKUZE  
Cílem této práce bylo strukturně charakterizovat dynamické chování proteinů a jejich 
komplexů zejména technikou vodík/deuteriové výměny. Společným jmenovatelem všech 
proteinů zahrnutých v této práci je jejich široké zapojení v proteostatických procesech. 
4.1 Publikace I 
Na základě výsledků, které dříve obdrželi Ďurech a kol. při charakterizaci interakce 
Hsp70 s ko-chaperonem Tomm34, kdy byla pomocí měření isotermální titrační 
kalorimetrie (ITC; z angl. Isothermal titration calorimetry) stanovena stechiometrie  
ATP-dependentně vznikajícího komplexu 2:1 (Hsp702:Tomm34)
117, je v tomto článku 
strukturně a funkčně charakterizován ATP-dependentní dimer lidské inducibilní formy 
Hsp70 v kontextu dalších Hsp70 homologů (Obr. 31a) – jmenovitě konstitutivně 
exprimovaná isoforma Hsc70, BiP z ER a prokaryotický homolog DnaK. 
Obrázek 31. Hsp70 a jeho schopnost dimerizace. (a) Před samotnou SEC byly v bakteriálních buňkách 
produkované homology DnaK, Hsp70, Hsc70 a Bip (40µM) inkubovány 20 min při RT v přítomnosti  
nebo absenci ATP (0,2mM). V každém chromatogramu je jednotlivým elučním píkům přiřazena experimentálně 
získaná molekulová hmotnost. (b) Hmotnostní spektra změřená nativní nESI-MS dimerizačních mutantů 
Hsp70 vs. WT (20µM) v přítomnosti a absenci ATP (inkubace 20 min/RT se 100mM ATP), před měřením byly 
proteiny převedeny do 200mM octanu amonného. (c) Schopnost jednotlivých dimerizačních mutantů Hsp70  
vs. WT (40µM) tvořit ATP-dependentní dimer (20 min inkubace s 0,2mM ATP) je stabilizována chemickým 




Mimo práce Ďurecha a kol. byla přítomnost pro chaperonový cyklus relevantního dimeru 
Hsp70 formovaného v přítomnosti ATP popsána v poslední době v několika dalších 
publikacích39,50,51,52,215. 
S využitím gelové permeační chromatografie (SEC; z angl. Size exclusion 
chromatography) a chemického zesítění jednotlivých výše jmenovaných homologů 
pomocí aminoreaktivního činidla di-(N-sukcinimidyl) adipátu (DSA) bylo stanoveno,  
že Hsp70 a Hsc70 mají z testovaných Hsp70 forem největší sklon tvořit ATP-dependentní 
dimery. Ačkoli pro bakteriální homolog DnaK bylo již dříve v roztoku pozorováno velmi 
nízké zastoupení ATP-dependentního dimeru50 stejně jako v elučním profilu, který jsme 
pro ni obdrželi separací SEC, ověřili jsme u všech námi produkovaných homologů 
měřením jejich schopnosti uvolnit navázaný substrát v přítomnosti ATP, že jsou 
alostericky aktivní.  
Přítomnost Hsp70-ATP ve formě dimeru byla následně potvrzena i měřením  
nESI-MS (Obr. 31b na s. 53). Při použití vyššího napětí 70 V, které poskytlo dobré 
hmotnostní rozlišení, byl však poměr dimer/monomer v porovnání s SEC snížen, 
což by mohlo poukazovat na nestabilitu dimerního uspořádání v plynné fázi.  
Ze strukturního a biochemického hlediska byla dále charakterizována pouze inducibilní 
isoforma Hsp70 a její varianty nesoucí jedno-, dvou- nebo tříbodové mutace. Pro ni bylo 
analýzou pomocí SEC pozorováno, že se v případě dimerizace závislé na ATP jedná  
o časově a koncentračně podmíněný proces, kdy bylo při konstantní 200µM koncentraci 
ATP dosaženo nejvyššího podílu dimeru vůči monomeru při 40µM koncentraci Hsp70. 
Zároveň bylo možné s narůstajícím časem inkubace Hsp70 s ATP pozorovat postupný 
přechod od velmi intenzivního chromatografického píku náležejícího extendovanému 
monomeru v Apo/ADP stavu s molekulovou hmotností (Mm) odpovídající 95 kDa  
po 2 minutách, přes kompaktní monomerní ATP-vázající konformaci odpovídající 
zdánlivě 85 kDa po 10 minutách inkubace, až k jednoznačné převaze ATP-dependentního 
dimeru se zdánlivou Mm 160 kDa po 20 minutách. S využitím varianty nesoucí mutaci 
I164D, která ačkoli váže ATP, nenabývá plně otevřené konformace Hsp70,  
kdy by se utvářelo nové interakční rozhraní NBD-SBD, bylo stanoveno, že se Hsp70 musí 
nacházet ve své ATP-indukované konformaci, aby mohlo dojít k dimerizaci. Eluční profil 
byl sledován i z pohledu ATP-dependentní interakce s ko-chaperonem z rodiny J-proteinů 
Hsp40, který zvyšuje ATPasovou aktivitu Hsp70 a zpětnou konverzi chaperonu  
do monomerního stavu. Na jeho základě lze usuzovat, že nedochází k aktivaci ATPasové 




Rovněž s využitím SEC, XL-MS a nESI-MS (Obr. 31b,c na s. 53) pak byly  
v přítomnosti a absenci ATP charakterizovány další varianty Hsp70 – T204A s velmi 
nízkou bazální ATPasovou aktivitou, dále N540A, E543A a N540A-E543A, jež mají 
narušenu schopnost dimerizovat, neboť se nacházejí na dimerizačním rozhraní popsaném 
již dříve pro DnaK50, a jejich kombinace T204A-N540A-E543A. Měřením HDX-MS  
v přítomnosti a absenci ATP bylo ověřeno, že u jednotlivých výše zmíněných variant 
Hsp70 nedochází vložením mutace ke ztrátě jejich alosterické aktivity. Dále byla  
s využitím technik molekulární biologie prošetřena schopnost dimerizačních mutantů 
N540A, E543A a N540A-E543A podílet se na opětovném sbalení denaturované 
luciferasy, kinetika vazby substrátu nebo jejich ATPasová aktivta, kdy byla ve všech 
případech zjištěna narušená funkční kooperace s Hsp40. Jejich přímá interakce s Hsp40 
byla měřena technikou povrchové plasmonové resonance (SPR; z angl. Surface plasmon 
resonance). Získané výsledky naznačují, že je stejně jako v případě asociace DnaK  
s DnaJ50 pro interakci s Hsp40 vyžadována přítomnost funkčního dimeru. Relevance 
dimerizace Hsp70 byla sledována i ex vivo, kdy byla popsána přítomnost oligomerních 
forem Hsp70 v rámci vysokomolekulárních proteinových komplexů. Technikou SAXS 
(z angl. Small-angle X-ray scattering; maloúhlový rozptyl rentgenového záření),  
kdy pro analýzu tvaru proteinové obálky homodimeru v roztoku byla použita varianta 
Hsp70 T204A jako prevence proti rychlé hydrolýze při manipulaci se vzorkem,  
byla potvrzena jeho antiparalelní orientace.   
Dimer Hsp70 byl pak pozorován i z pohledu interakce s ko-chaperony CHIP  
a Tomm34. Ze separace komplexů Tomm34-Hsp70 a CHIP-Hsp70 pomocí SEC,  
a na základě měření nESI-MS, bylo pozorováno, že zatímco CHIP se váže k intaktnímu 
Hsp70 dimeru se stechiometrií 2:2 (Hsp702:CHIP2), Tomm34 vyžaduje ATP 
indukovanou konformaci Hsp70, ale dimer rozrušuje s výslednou stechiometrií interakce 
1:1 (Hsp70:Tomm34). Zároveň bylo zjištěno, že na ATP závislá vazba Tomm34 
nevyžaduje přítomnost Hsp70 ve formě dimeru, neboť je schopen vázat se  
i na dimerizační mutanty N540A, E543A a N540A-E543A. Možným vysvětlením tohoto 
rozkolu s předchozí analýzou ITC, kdy byla stechiometrie komplexu stanovena v poměru 
2:1 (Hsp702:Tomm34)
117, může být hypotéza, že asociace Tomm34 s jedním protomerem 
Hsp70 činí druhý protomer opouštějící dimer nezpůsobilým další interakce s Tomm34.  
Bližší strukturní charakterizace poskytující strukturní informaci s vyšším 
rozlišením byla provedena na základě analýzy dat získaných měřením HDX-MS 




v absenci (Apo stav) a přítomnosti ATP. Z charakterizace Apo stavu je patrné,  
že v případě variant N540A a N540A-E543A dochází vlivem inkorporace mutace  
do struktury Hsp70 v počátečních časových bodech k destabilizaci v oblasti SBDα helixů 
αA/αB pokryté peptidy 519–529, 530–542 a 533–542, přičemž N540A-E543A má 
výraznější vliv. Tato destabilizace se však nijak nepodepisuje na povaze jejich 
alosterického chování, kdy lze ve všech variantách v ATP stavu pozorovat protekci  
v místech, kde se utváří nové ATP-indukované rozhraní NBD-SBDβ, pro NBD 
charakterizované peptidy 143–150, 150–167 a 168–180 a pro SBDβ 413–427 a 478–486. 
Dále je znatelná protekce v oblasti flexibilního linkeru pokryté peptidem 394–401, u nějž 
dochází k zanoření do spodní části NBD. V úseku destabilizovaném vlivem zanesení 
mutací pak v přítomnosti ATP dochází k dalšímu nárůstu deuterace oproti WT. Navzdory 
tomu, že tento nárůst není nikterak výrazný, což je pravděpodobně způsobeno nízkou 
stabilitou ATP-dependentního dimeru s velmi rychlou hydrolýzou ATP, kdy můžeme 
ATP-dependentní změny pozorovat zejména v řádu sekund až jednotek minut, je tato 
deprotekce přičítána absenci dimerizačního rozhraní, které bylo v této oblasti již dříve 
identifikováno v případě antiparalelních homodimerů DnaK51 a BiP42. Vzhledem  
k vysoké evoluční konzervovanosti aminokyselinových zbytků zapojených v těchto 
homolozích v procesu dimerizace lze předpokládat analogický mechanismus i u ostatních 
forem Hsp70. Další v přítomnosti ATP deprotektovaný region E543A a N540A-E543A 
mutantních forem reprezentovaný peptidy NBD (48–68, 268–282 a 294–302)  
a SBDα (519–529 a 530–542), odpovídá oblasti účastnící se tvorby dimerizačního 
rozhraní v případě DnaK, BiP nebo heterodimeru Hsc70:Sse1216 (Sse1 je zástupcem 
rodiny NEF Hsp110 u kvasinek, který má strukturu homologní s Hsp70217). Toto rozhraní 
není kompatibilní s krystalovou strukturou homodimeru Sse1218, na niž však lze naopak 
projektovat jiné v přítomnosti ATP deprotektované oblasti E543A a N540A-E543A 
variant zastoupené peptidy 353–368 z NBD a 547–564/550–576 z SBDα vzájemně tvořící 
ve WT další dimerizační rozhraní, které kromě homodimeru Sse1 nelze aplikovat  
žádné z výše uvedených dimerů isoforem Hsp70. Tyto výsledky naznačují,  
že antiparalelní dimer Hsp70 může nabývat konformace fluktuující mezi dvěma krajními 




zapojené v tvorbě dimerizačního rozhraní jsou vyznačeny v krystalové struktuře  
v Obr. 32. 
Na základě znalosti strukturních modelů pak mohly být identifikovány 
aminokyselinové zbytky zprostředkující inter- a intramolekulární iontové interakce. 
Jejich porovnáním bylo zjištěno, že aminokyselinové zbytky zprostředkující 
intermolekulární interakce NBD-NBD v rámci dimerů isoforem Hsp70 (Hsp70, DnaK, 
BiP, Sse1, Hsc70(NBD)-Sse1) se různí, což by mohlo zodpovídat za jejich různé 
dimerizační vlastnosti. Naopak vysoce konzervovaný aminokyselinový zbytek D529  
z αB helixu SBDα je součástí sítě intramolekulárních elektrostatických interakcí 
utvářených mezi SBDα-NBD ve všech isoformách Hsp70. Proto jsme prostřednictvím 
SEC a měření nESI-MS a HDX-MS ověřovali jeho význam v kontextu dimerizace  
s využitím mutantní formy Hsp70 D529A porovnávané vůči WT za Apo a ATP 
podmínek. Ačkoliv bylo pozorováno, že D529A forma je schopna dimerizace,  
z Apo podmínek získaných měřením HDX je patrné, že vlivem mutace dochází k výrazné 
destabilizaci struktury v oblasti helixu αA/αB SBDα, kam spadají právě pro dimerizaci 
kritická residua N540 a E543, což je patrně příčinou vzniku nižšího množství D529A 
dimeru oproti WT, jak lze číst z elučního profilu SEC. 
Obrázek 32. Námi identifikované regiony ATP-dependentního dimerizačního rozhraní aplikované  
na model DnaK39(PDB kód: 4JNE) nebo homologně vytvořený model Hsp70. Odstíny červené jsou 
zvýrazněny peptidy 48–68, 268–282, 294–302, 519–529 a 530–542 nalézající se na dimerizačním rozhraní 





Kromě analýzy dimerizačních mutantů N540A, E543A a N540A-E543A byla 
měřena rychlost HDX v přítomnosti a nepřítomnosti ATP i pro variantu  
s minimalizovanou rychlostí hydrolýzy T204A včetně jejích kombinací s dimerizačními 
mutanty, T204A-N540A, T204A-E543A a T204A-N540A-E543A. Protože však data 
získaná pro tyto varianty neposkytovala oproti prezentovaným dimerizačním mutantům 
N540A, E543A a N540A-E543A, žádnou informaci nad jejich rámec a vnášela 
nadbytečnou míru komplexity do jejich interpretace, rozhodli jsme se je nakonec 
nevyužít.   
Pro stabilizaci dimerizačního rozhraní jsme se nedávno rozhodli využít přístupu, 
kdy byl protein v přítomnosti ATP stabilizován 10M a 50M nadbytkem homobifunkčního 
aminoreaktivního síťovacího činidla, bis-(sulfosukcinimidyl) glutarátu (BS2G). U takto 
zesíťovaných proteinů byla měřena rychlost HDX oproti jejich nezesíťovaným 
protějškům za podmínek analogických předchozím HDX-MS experimentům.  
Po přídavku 50M nadbytku BS2G, který byl použit jako kontrola pro zobrazení efektu 
nespecifických síťovacích interakcí, byl pozorován jeho globální vliv vyvolávající 
celkovou změnu struktury Hsp70, zatímco stabilizace 10M nadbytkem BS2G  
je specifická, pozorovatelná pouze v úsecích konzistentních se strukturním modelem 
Hsp70 v jeho ATP nebo ADP vázajícím stavu. Pro ATP-indukovaný stav WT proteinu 
byla pozorována ATP specifická stabilizace po přídavku 10M nadbytku síťovacího 
činidla pouze v oblasti peptidů pokrývajících výše definované dimerizační rozhraní  
519–529, 530–542 a 533–542, a která nenastala v případě mutantu N540A-E543A. Tento 
rozdíl však není oproti nezesíťovanému WT příliš výrazný, proto by bylo do budoucna 
dobré provést měření s replikací, případně s využitím varianty T204A, která má nižší 
hydrolytickou aktivitu, a rozdíl by tak mohl být výraznější.  
Tato strukturní a funkční charakterizace ATP-dependentního dimeru HSPA1A 
odhalila různé dimerizační vlastnosti homologů Hsp70, které mohou být zapříčiněny 
vlivem různých intermolekulárních interakcí v rámci NBD-NBD dimerizačních rozhraní. 
Dále bylo pozorováno, že ATP závislá dimerizace slouží jako důležitý regulační prvek 
chaperonového cyklu, kdy je nezbytná pro interakci s ko-chaperonem Hsp40 
následovanou sbalením přenášeného substrátu. Naopak vlivem interakce ATP-vázajícího 
dimeru Hsp70 s TPR ko-chaperonem Tomm34 je dimerní uspořádání rozrušeno,  
což podporuje model, kdy je substrátový protein transportovaný do mitochondrie  
v cytoplasmě předáván mezi Hsp70 a Hsp90 chaperony a tím udržován v neagregovaném 




do nativní konformace117 (Obr. 13 na s. 30, kap. 1.4.1.3). Schematické znázornění 
významu dimerního uspořádání Hsp70 pro ATPasový cyklus je znázorněno  
v Obr. 33.   
 
  
Obrázek 33. Schematické znázornění významu dimeru v průběhu ATPasového cyklu a v kontextu interakce 
s ko-chaperony CHIP a Tomm34. ATP-dependentní antiparalelní dimer je nezbytný pro interakci s Hsp40, 
který na něj přenáší substrát a urychluje ATPasovou aktivitu Hsp70 ve prospěch sbalení substrátu.  
TPR ko-chaperon Tomm34 dimerní uspořádání ruší, naopak ko-chaperon CHIP zanechává dimer intaktní. 




4.2 Publikace II 
Různorodé proteostatické funkce zajišťované chaperonem Hsp70 mohou být vykonávany 
díky jeho alosterickému chování. Vlivem vazby ATP do NBD dojde ke vzájemné rotaci 
obou jejích podjednotek, čímž mezi nimi vzniká štěrbina, kam je zanořen flexibilní linker. 
Strukturní změna je dále přenášena do SBD, kde SBDβ a SBDα disociují a utvářejí nová 
interakční rozhraní s ramenem NBD-I. Vazbou substrátu do široce otevřené hydrofobní 
kapsy v SBDβ je pak reverzním procesem, kdy dojde k opětovné asociaci SBDβ-SBDα  
a uvolnění linkeru, umožněna zpětná rotace ramen NBD, čímž se její katalytické zbytky 
dostanou do pozice optimální pro hydrolýzu γ–fosfátu ATP. Celý proces hydrolýzy ATP 
je dále amplifikován působením ko-chaperonů z rodiny J-proteinů, čímž je zajištěn další 
nárůst afinity SBD vůči substrátu a tento nerovnovážný stav je označován jako 
ultraafinitní219. Ačkoli aminokyselinové zbytky zahrnuté v procesu alosterie byly pomocí 
strukturních studií jednotlivých domén nebo ADP-vázající uzavřené konformace 
identifikovány již dříve (Obr. 34a), teprve nedávné objasnění ATP-vázající otevřené 
konformace (Obr. 34b) krystalu DnaK39,41 umožnilo tyto poznatky aplikovat v kontextu 
výše popsaných strukturních změn. Navzdory tomu však stále není znám přesný 
mechanismus, jímž dochází při vazbě ATP k disociaci SBDβ-SBDα a jejich následné 
asociaci s NBD.  
  
Obrázek 34. Evolučně konzervované aminokyseliny stabilizující strukturu Hsp70 ve vysoko-  
i nízkoafinitním stavu. (a) Ve struktuře izolované SBD (HSPA1A; PDB kód: 4PO2) jsou vyznačeny 
aminokyseliny helixu αB, které sítí elektrostatických interakcí s SBDβ stabilizují pozici SBDα  
ve prospěch vysokoafinitní konformace, která je dále stabilizována za přispění hydrofobních kontaktů 
na rozhraní SBDβ-αA – L399 (červená), L510 a I515 (šedá). (b) V nízkoafinitní konformaci Hsp70 
interakční rozhraní SBDβ-SBDα zaniká, nicméně ty samé hydrofobní aminokyseliny jsou zapojeny 
v tvorbě nového interakčního rozhraní mezi SBDβ-NBD (L399-Y149 (tyrkysová)) a SBDα-NBD  





Výsledky HDX-MS analýzy interakce Hsp70 s ko-chaperonem Tomm34117 
odhalily potenciální roli aminokyselinového zbytku 
D529 z helixu αB SBDα ve stabilizaci hydrofobní 
substrát-vázající kapsy skrze jeho elektrostatickou 
interakci s R447 uvnitř SBDβ v Apo stavu. Tato 
hydrofobní kapsa je dále tvořena aminokyselinami 
L399, L510, I515, M518 a V519, které se  
pak v ATP-vázajícím stavu účastní tvorby nové sítě 
hydrofobních kontaktů – L510, I515, M518 a V519 
s I164 na interakčním rozhraní NBD-SBDα, 
zatímco L399 kontaktuje Y149 na rozhraní  
NBD-SBDβ (Obr. 34 na s. 60). To poukazovalo  
na jejich možný podíl při stabilizaci obou 
konformačních stavů Hsp70, proto jsme měřením 
HDX-MS variant těchto zbytků s jednobodovou 
mutací L399A/D/F, L510A/D, I515A/D, M518A/D, 
V519A/D a D529A oproti WT za podmínek absence 
a přítomnosti ATP ověřili jejich schopnost zachovat 
si alosterické chování a tedy jejich angažovanost  
v síti alosterických interakcí. Z naměřených dat 
vyplynulo, že největší vliv na destabilizaci 
alosterické povahy Hsp70 mají varianty L399A/D, 
L510A/D, I515A/D a D529A. Naopak varianty L399F, M518A/D a V519A/D 
vykazovaly znaky alosterického chování obdobné WT, proto nebyly zahrnuty do dalších 
experimentů (Obr. 35).  
Detailní analýzou HDX-MS dat, která jsme obdrželi pro jednotlivé L399A/D, 
L510A/D, I515A/D a D529A varianty ve srovnání s WT v Apo stavu, bylo dále zjištěno, 
že mutace L399D, I515D a D529A mají velmi podobný dopad na destabilizaci struktury 
Hsp70. Jednak dochází k výrazné deprotekci SBDα v oblasti pokryté peptidy 513–546 již 
v počátečních časech deuterace a dále k destabilizaci C-terminální oblasti linkeru  
394–402 (LL,1 smyčka), která pokračuje přes oblast SBDβ charakterizovanou peptidy 
402–410 (L1,2 smyčka), 413–427 (L2,3 smyčka a β3-list), 428–439 (L3,4 smyčka; stabilní 
ve variantě I515D) a 440–455 (β4-list a L4,5 smyčka). Naopak varianty L399A, L510D  
a I515A vykazují pouze lehkou destabilizaci v oblasti helixů αΑ/αB SBDα a mají zřejmě 
Obrázek 35. Varianty Hsp70 a jim 
odpovídající rozdíl v deuteraci  
mezi stavy s ATP a bez nukleotidu  
pro jednotlivé peptidy. Mutanti L399F, 
M518A a V519A vykazují profil téměř 
totožný s WT, což poukazuje na jejich 




částečně zachovanou schopnost asociace mezi SBDβ-SBDα. Kvůli destabilizaci 
podjednotky SBDα v Apo stavu způsobené mutacemi L399D, I515D a D529A je vysoce 
pravděpodobné, že bude poškozen mechanismus vazby substrátu. Tato hypotéza byla 
ověřována a později potvrzena měřením vazebné kinetiky peptidového substrátu 
fluorescenční polarizací. V přítomnosti ATP byla schopna dosáhnout ATP-indukovaného 
stavu analogického WT pouze varianta D529A. ATP-indukovaný stav je charakterizován 
protekcí v oblasti interakčního rozhraní NBD-SBDβ, která zahrnuje peptidy pokrývající 
podjednotku NBD-IA (aminokyseliny 143–180), flexibilní linker (386–392, 394–401)  
a smyčky z SBDβ L2,3 (413–427) a L6,7 (479–486). Na základě získaných výsledků lze 
konstatovat, že zatímco v Apo stavu L399-L510-I515-D529 tvoří strukturní jednotku, 
která sérií hydrofobních a elektrostatických kontaktů stabilizuje oblast linkeru a helixy 
αΑ/αB SBDα, pro stabilizaci ATP-indukovaného stavu jsou stěžejními residui  
L399-L510-I515.  
Schopnost mutovaných Hsp70 forem L399A/D/F, L510A/D, I515A/D a D529A 
dosáhnout ATP-indukované konformace byla dále ověřena pomocí afinitní precipitace  
na streptavidinové matrici v kontextu interakce s ko–chaperony Hip a Tomm34. Hip, 
který interaguje s NBD v Apo konformaci, interagoval v přítomnosti ADP se všemi 
variantami Hsp70, v přítomnosti ATP pak neinteragoval pouze s WT, D529A a L399F, 
což odkazuje na jejich neporušenou schopnost nabývat ATP-indukované konformace.  
To bylo potvrzeno i v případě interakce s Tomm34 selektivně interagujícího pouze  
s ATP-indukovaným stavem Hsp70, kdy byla opět pozorována interakce s WT, D529A  
a L399F. Toto pozorování vyzdvihuje vliv nejen náboje, ale i velikosti postranního 
řetězce hydrofobní aminokyseliny pro konstruktivní interakci mezi NBD-SBDβ (L399)  
a NBD-SBDα (L510, I515), jak je patrné zejména z neporušené alosterie v případě L399F 
oproti substituci L399A.  
Abychom funkčně charakterizovali míru poškození alosterického chování u variant 
L399A/D, L510A/D, I515A/D a D529A, byla dále měřením fluorescenční polarizace 
posuzována jejich schopnost po vazbě ATP do NBD uvolnit navázaný peptid. 
Komplementární výsledky byly získány měřením jejich ATPasové aktivity v reakci  
na přítomnost vazby peptidového substrátu, proteinového substrátu p53  
nebo ko-chaperonu Hsp40. Interakcí variant Hsp70 s ko-chaperonem Hsp40 byla posléze 
testována i schopnost jednotlivých mutantních forem opětovně sbalit termálně 
denaturovanou luciferasu a následným měřením fyzické kooperace Hsp70 variant  




variant Hsp70 nedochazí vlivem neschopnosti fyzické interakce s ko-chaperonem Hsp40. 
Veškeré atributy charakterizující strukturní a funkční vlastnosti jednotlivých mutantních 
variant inducibilního Hsp70 jsou shrnuty v Tab. 3. 
Na základě nedávno identifikovaného mechanismu interakce alosterických 
inhibitorů Hsp70, novolaktonu a PET-16 (z angl. triphenyl(phenylethynyl)phosphonium 
bromide), jsme testovali vliv variant nesoucích mutaci na popsaném interakčním  
rozhraní – L399D, L510D, I515D a D529A – na vazbu inhibitoru PES  
(z angl. phenyl-ethynesulfonamide). PES je derivátem PET-16 a in vivo vykazuje 
obdobné biologické účinky220,221. Pro tyto inhibitory byla navržena vazba prostřednictvím 
sítě kontaktů mezi L399 a smyčkami LL,1-Lα,β tak, že jsou nejdříve koordinovány  
do vazebného místa mezi podjednotkami SBDα-SBDβ220,222. S využitím afinitní 
precipitace bylo pozorováno, že vybraní mutanti mají pravděpodobně vlivem 
destabilizace rozhraní SBDα-SBDβ poškozenou strukturu vazebného místa pro PES.  
Charakterizací jednobodových mutantních variant inducibilního chaperonu Hsp70 
byla pro Apo/ADP-vázající stav popsána hydrofobní stabilizační jednotka SBD  
(Obr. 36 na s. 64). Ta sestává ze sítě hydrofobních kontaktů mezi L399 tvořícím střed 
kapsy vázající substrát v SBDβ a L510 spolu s I515 z podjednotky SBDα. Dále je pozice 
SBDα vůči SBDβ stabilizována D529, který je součástí sítě elektrostatických interakcí.  
V ATP indukované konformaci pak dojde k alosterickému přeuspořádání SBDα/SBDβ 
podjednotek, které utvoří nová interakční rozhraní v rámci SBD-NBD. Tato rozhraní jsou 
opět stabilizována s využitím vysoce konzervovaných aminokyselin  
L399-L510-I515-D529. Regulace aktivity Hsp70 skrze alosterické vlastnosti specifické 
pro tuto isoformu může být využita při léčbě patologických stavů souvisejících s Hsp70.  
Tabulka 3: Přehled strukturních, alosterických a chaperonových charakteristik mutantů HSPA1A.  





4.3 Publikace III 
Nedávno byla strukturně a funkčně charakterizována interakce ko-chaperonu Tomm34 
účastnícího se transportu mitochondriálních prekurzorů v cytoplasmě s chaperony Hsp70 
a Hsp90116,117. Zatímco v případě Hsp90 interaguje Tomm34 prostřednictvím své  
TPR2 domény s jeho C-terminálním motivem MEEVD, s Hsp70 Tomm34 kooperuje 
rozsáhleji – jednak prostřednictvím TPR1 domény s C-koncovým motivem Hsp70 
IEEVD, další kontakty s Hsp70 pak tvoří skrze svůj flexibilní linker. Z funkčního 
hlediska bylo pozorováno, že je interakce Tomm34 s Hsp70 ATP-dependentní a inhibuje 
proces sbalování substrátu zprostředkovaný Hsp70 ve spolupráci s ko-chaperonem 
Hsp40117. Na základě prací popisujících vliv fosforylace jednotlivých složek aparátu 
transportu mitochondriálních preproteinů v cytoplasmě na tento proces166,167 jsme se 
rozhodli prošetřit, zda je tato PTM relevantní i z pohledu interakce Tomm34 s Hsp70. 
V sekvenci Tomm34 byla identifikována dvě místa vysoce potenciálně 
fosforylovatelná PKA168 – S93, který je součástí TPR1, a S160 nacházející se  
ve flexibilním linkeru (aminokyselinové zbytky 140–190) – a jejichž fosforylace byla 
pozorována in vivo223. Obě tato místa zároveň tvoří interakční rozhraní s Hsp70.  
V souvislosti s mitochondriálním transportem je zmiňován i dimerní adaptorový protein  
14-3-3171,172, který interaguje s fosforylovanými úseky svých vazebných partnerů. Ačkoli 
se S160 (RWNS160LP) nalézá v oblasti charakteristického vazebného motivu 
Obrázek 36. Schéma reprezentující závěry Publikace II. Konzervované aminokyseliny tvořící stabilizační 
jednotku na rozhraní SBDβ-SBDα utvářejí v nízkoafinitním konformačním stavu s navázaným ATP nová 
interakční rozhraní SBDβ-NBD a SBDα-NBD. Pokud je některý z těchto kontaktů porušen přítomností 
mutace, dochází k výrazné destabilizaci SBDα a SBDβ a protein přestává být alostericky aktivní. (převzato 




RXX[pS/pT]X[P/G] pro interakci se 14-3-3 proteiny169,224,225, S93 (RRAS93AY) se s ním 
rozchází v pozici +2, kde postrádá prolin. Avšak již v minulosti byla pozorována 
interakce 14-3-3 s atypickým fosforylovaným vazebným motivem225. Vliv fosforylace 
byl proto pozorován i v kontextu interakce Tomm34 se 14-3-3 proteinem.  
Poté, co byly připraveny varianty Tomm34 nesoucí mutace v místech fosforylace 
(S93A, S160A a S93A-S160A) a měřením HDX-MS ve srovnání s WT bylo ověřeno,  
že vnesením mutace nedochází k ovlivnění sekundární struktury, byla pro ně 
optimalizována in vitro fosforylace s využitím PKA. Úroveň modifikace jednotlivých 
proteoforem byla ověřena měřením hmotnosti intaktního proteinu přímým nástřikem  
do MS. Konkrétní místa modifikace pak byla přiřazena a relativně kvantifikována  
na základě bottom-up analýzy LC-MS/MS. Kromě S93 a S160, které byly v Tomm34 WT 
PKA fosforylovány z 94 % a 65 %, byla identifikována 24% fosforylace na S280 a další 
tři minoritní (S186 – 8 %, S146 – 4 %, S1 – 3 %).  
S využitím SEC byla ověřena schopnost fosforylovaného (-P) Tomm34 WT-P 
interagovat s šesti různými isoformami 14-3-3 proteinu, β, γ, ε, ζ, σ, τ. Kooperace 
proteinkinasou fosforylovaného Tomm34 se všemi šesti isoformami 14-3-3 byla  
s využitím afinitní precipitace pozorována i ex vivo v Tomm34-/- MCF-7 buněčné linii. 
Pro následující experimenty byla využívána pouze isoforma 14-3-3γ, která byla co se týče 
formace komplexu s T34 WT-P nejefektivnější. Jednotlivé frakce SEC všech ostatních 
variant Tomm34 (WT, S93A-P/S93A, S160A-P/S160A a S93A-S160A-P/S93A-S160A) 
se 14-3-3γ, byly analyzovány s využitím SDS-PAGE, kdy gel obsahoval složky 
koordinující bivalentní ionty Mn2+ nebo Zn2+, které jsou schopné specificky kooperovat 
s fosforylovaným serinem a napomáhají tak separovat jednotlivé fosforylované formy 
proteinu (tzv. Phos-tag gel)226. Tato separace společně s následným měřením LC-MS/MS 
poskytujícím procentuální zastoupení fosforylovaných forem v konkrétních eluovaných 
frakcích dále odhalily, že pro tvorbu komplexu je stěžejní a dostačující fosforylace  
na S160 v oblasti flexibilního linkeru. Nicméně přítomnost fosfátu na obou S93 a S160 
zároveň urychlila průchod vzniklého komplexu chromatografickou kolonou oproti 
komplexu, kde byl Tomm34 fosforylován pouze na S160, což poukazuje na jejich různou 
konformaci. Zároveň bylo zjištěno, že fosforylace S280 nemá na tvorbu komplexu vliv. 
Měřením nESI-MS byla stanovena výsledná stechiometrie komplexu utvořeného  
mezi Tomm34 WT-P a 14-3-3γ 1:2. Tato technika také jednoznačně potvrdila,  




Vliv fosforylace na strukturu Tomm34 byl sledován s využitím techniky HDX-MS 
(Obr. 38a na s. 68). Srovnáním fosforylovaného a nefosforylovaného WT bylo 
pozorováno, že již v počátečních časech inkubace 20 s a 2 min dochází k destabilizaci  
v oblasti TPR2, která je při delší inkubaci 20 min a 2 h následována destabilizací v oblasti 
TPR1. Na základě analýzy ostatních fosforylovaných variant S93A-P, S160A-P  
a S93A-S160A-P bylo odvozeno, že za destabilizaci TPR1 zodpovídá fosforylace v pozici 
Obrázek 37. Nativní ESI-MS spektra 14-3-3γ (zelená) a nefosforylovaného (modrá) a fosforylovaného 
(červená) Tomm34. Nad každým píkem hmotnostního spektra je vyznačen jeho nábojový stav a přiřazena 
odpovídající barvami reprezentovaná stechiometrie. V případě fosforylovaného Tomm34 je značka  
nad píky půlená – světlá barva odpovídá Tomm34 s S93-P, intenzivní zabarvení reprezentuje formu 
forsforylovanou na obou serinech, S93-P a S160-P. Z hmotnostního spektra lze pozorovat, že vzniklý 
komplex mezi 14-3-3γ:Tomm34-P (2:1) se ustavuje pouze s dvakrát forsforylovaným Tomm34 (S93-P  




S93, neboť na rozdíl od varianty S160A mají varianty postrádající S93-P, S93A  
a S93A-S160A, velmi podobný profil deuterace, kdy nedochází k destabilizaci TPR1  
a zároveň není tak výrazná destabilizace v TPR2. Naopak zvýšení přístupnosti TPR2 
rozpouštědlu v blízkosti S280 je pozorováno ve všech fosforylovaných formách a je tedy 
přičítáno na vrub S280-P. Pro fosforylaci S160 nebylo pozorovano, že by ovlivňovala 
strukturu Tomm34 ani lokálně, zřejmě kvůli jejímu umístění ve flexibilní nestrukturované 
oblasti.  
Technikou HDX-MS byl dále charakterizován strukturní dopad interakce mezi  
14-3-3γ a Tomm34-P, kdy byla míra deuterace sledována v přítomnosti a absenci  
14-3-3γ pro všechny fosforylované varianty Tomm34 – WT-P, S93A-P, S160A-P  
a S93A-S160A-P (Obr. 38b na s. 68). Vlivem asociace 14-3-3γ s WT-P dochází k další 
destabilizaci v oblastech TPR1 a TPR2 oproti samotnému WT-P. Stejný efekt  
lze pozorovat i v případě mutantní formy S93A nesoucí S160-P, kde však TPR1 není 
destabilizována v takové míře. To je v souladu s elučním profilem získaným SEC, kdy je 
deklarována kompaktnější architektura v případě komplexu 14-3-3γ s Tomm34 nesoucím 
pouze S160-P v porovnání s komplexem zahrnujícím Tomm34 fosforylovaný na obou 
serinech. Lehká destabilizace TPR2 byla pozorována i pro interakci nefosforylovaného 
WT se 14-3-3γ, naznačující jejich přechodnou interakci. Stejně jako v případě SEC bylo 
dále pozorováno, že stěžejní pro interakci se 14-3-3γ je S160-P, neboť varianty 
postrádající tuto fosforylaci, S160A-P a S93A-S160A-P, vykazovaly minimální míru 
destabilizace oproti WT-P. Na základě těchto dat lze usuzovat, že zatímco S160-P je 
zásadní a dostačující pro interakci se 14-3-3γ, díky S93-P způsobené destabilizaci  
v oblasti TPR1 dochází k pevnějšímu ukotvení 14-3-3.  
Z pohledu strukturních změn vyvolaných ve strukturně rigidním proteinu 14-3-3γ 
interakcí s fosforylovanými variantami Tomm34 (Obr. 38c,d na s. 68) byla zaznamenána 
protekce v oblasti helixů H3, H5 a H7, které tvoří žlábek vázající fosfopeptidy. Protekce  
v oblasti helixu H8 indikuje, že se pravděpodobně jedná o další interakční rozhraní mezi 
Tomm34 a 14-3-3γ. Dále byla pozorována na fosforylaci nezávislá deprotekce v oblasti 
helixu H9, která byla mírně zvýšená v přítomnosti fosforylovaného Tomm34, což bylo 
již v minulosti pro 14-3-3 pozorováno227, a může jít o region přechodně interagující  






Obrázek 38. Diferenční grafy znázornňující rozdíl v deuteraci a její vývoj v čase pro podmínky vyznačené 
v levé části. Fosforylací S93 a S280 vyvolaná destabilizace sekundární struktury Tomm34 (a) je dále 
amplifikována interakcí se 14-3-3γ, která je podmíněna přítomností fosforylace na S160 (b). Destabilizace 
struktury vlivem přítomnosti fosforylace na S160 není pozorována, neboť se nachází ve flexibilní oblasti 
linkeru. Ve struktuře dimeru 14-3-3γ je pozorována pouze na interakci nezávislá destabilizace helixu H9  
a pak na interakci závislá protekce v oblasti helixů H3, H5 a H7 (c), které tvoří žlábek koordinující 
fosfopeptidy,vyznačený v dimerní krystalové struktuře 14-3-3γ (d). Protektovaný H8 pravděpodobně tvoří 
další interakční rozhraní s Tomm34-P. Nad diferenčními grafy je vyznačeno doménové uspořádání 




S využitím HDX jsme dále sledovali interakci Tomm34 WT/WT-P  
a S93A-S160A/S93A-S160A-P s C-terminálním motivem EEVD peptidů Hsp70 
(GGSGSGPTIEEVD) a Hsp90 (GDDDTSRMEEVD) v přítomnosti a nepřítomnosti  
14-3-3γ (Obr. 39). Zatímco peptid reprezentující C-terminus Hsp90 se k TPR2 váže 
nezávisle na fosforylaci S280, vlivem S93-P dochází k oslabení kooperace mezi TPR1  
a Hsp70 peptidem. Přítomnost 14-3-3γ a jím indukované změny deuterace byly 
zanedbatelné. Totožný výsledek byl získán měřením fluorescenční polarizace 
fluorescenčně značených C-terminálních 
peptidů Hsp70 a Hsp90 v přítomnosti 
fosforylovaných a nefosforylovaných variant 
Tomm34 (WT/WT-P, S93A/S93A-P, 
S160A/S160A-P, S93A-S160A/S93A-S160A-
P) v přítomnosti a nepřítomnosti 14-3-3γ. Tato 
interakce byla dále testována s využitím 
intaktních proteinů Hsp70 a Hsp90 a následně 
analyzována s využitím afinitní precipitace. 
Zatímco výsledky pro interakci s Hsp90 
proteinem byly analogické závěrům pro Hsp90 
peptid a byla pozorována přítomnost komplexu 
Hsp90:WT-P:14-3-3γ, protein Hsp70 
vykazoval sníženou afinitu k Tomm34 WT-P 
korelující s přítomností S160-P, spíše  
než S93-P jak bylo pozorováno pro peptid. Dále 
bylo pozorováno, že Hsp70 ATP-dependentní dimer není součástí komplexu tvořeného 
Tomm34 WT-P:14-3-3γ proteiny. Přítomnost adaptorového proteinu 14-3-3γ 
interagujícího s fosforylovaným Tomm34 tedy působí jako prevence rozkladu  
ATP-dependentního Hsp70 dimeru. Stejný výsledek byl získán i analýzou pomocí SEC, 
kdy není potřeba imobilizace proteinů. Při ní bylo zároveň pozorováno, že v případě 
nepřítomnosti 14-3-3γ Tomm34 WT-P přechodně kontaktuje ATP-dependentní Hsp70 
dimer který destabilizuje, ale netvoří s ním stabilní komplex, jako je tomu  
u nefosforylovaného Tomm34. Tento přechodný komplex mezi Tomm34 WT-P:Hsp70 
(1:1) se podařilo zachytit pomocí glutaraldehydové síťovací reakce, jíž byla potvrzena  
i všechna ostatní předchozí pozorování co se týče interakce mezi fosforylovaným 
Tomm34 a ATP-dependentním dimerem Hsp70 a jejího ovlivnění přítomností dimeru  
Obrázek 39. Diferenční výnos rozdílů 
v deuteraci konkrétních forem 
Tomm34/Tomm34-P po interakci s Hsp70  
a Hsp90 peptidy. Ve výnosu jsou zohledněny 
pouze pro vazbu EEVD motivu peptidů 
relevantní segmenty Tomm34 – TPR1  
a TPR2. Z grafu lze pozorovat pokles 
interakce Hsp70 peptidu s fosforylovanou 
TPR1 doménou nesoucí S93-P. Naopak 
vazba peptidu Hsp90 k TPR2 není ovlivněna 
fosforylací na S280. (převzato z Publikace III 




14-3-3γ. Funkčně pak byl efekt proteinu 14-3-3 na regulaci interakce mezi 
fosforylovaným Tomm34 a Hsp70 při transportu mitochondriálních prekurzorů prokázán 
tak, že v přítomnosti fosforylovaného Tomm34 a 14-3-3γ byla zachována schopnost 
ATP-dependentního dimeru interagovat s JDP ko-chaperonem Hsp40 a podílet se  
na úspěšném sbalení denaturované luciferasy.  
Nově identifikovaná interakce mezi adaptorovým proteinem 14-3-3  
a PKA-fosforylovaným ko-chaperonem Tomm34 ustavená skrze S93-P a S160-P 
příznivě ovlivňuje sbalení substrátu Hsp70 do nativní konformace, neboť je tak Tomm34 
vyloučen z vazby na ATP-dependentní dimer Hsp70, jejž jinak rozrušuje. To poukazuje 
na další prvek regulace transportu mitochondriálních prekurzorů v cytoplasmě a potvrzuje 
významnou roli ko-chaperonu Tomm34 v tomto procesu. Různé podmínky interakce 
Tomm34 s ATP dimerem Hsp70 a jejich efekt na zpracování substrátu jsou shrnuty  
v Obr. 40. 
Obrázek 40. Regulace ATP-dependentní interakce Hsp70 s Tomm34 skrze jeho fosforylaci a vazbu 14-3-3. 
ATP závislý Hsp70 dimer kooperuje za účelem zpracování substrátu s ko-chaperonem Hsp40.  
(a) Nefosforylovaný Tomm34 interaguje skrze svou TPR1 doménu s C-terminálním motivem EEVD Hsp70, 
čímž rozrušuje dimer Hsp70 a předchází zpracování substrátu. (b) PKA fosforylovaný Tomm34  
(Tomm34-P) má vlivem přítomnosti S93-P destabilizovanou TPR1, čímž je narušeno interakční rozhraní 
s Hsp70-ATP. Navzdory tomu ho přechodně kontaktuje a rovněž ruší dimerní uspořádání s následným 
zpracováním substrátu. (c) Pokud je přítomen protein 14-3-3, interaguje s Tomm34-P, čímž je zachován 




4.4 Publikace IV 
Enzymatická cytoprotektivní i chaperonová stabilizační funkce homodimerního 
flavoproteinu NQO1 je z velké části podmíněna jeho konkrétním ligačním stavem, kdy 
může vázat FAD, NAD(P)H, substráty nebo inhibitory, a který se odráží v jeho 
strukturním uspořádání. Ačkoli je k dispozici krystalová struktura pro holoformu 
s navázaným FAD (NQO1HOLO) a formu s navázaným dikumarolem (NQO1DIC) 
(Obr. 41), doposud nebyla k dispozici žádná vysoce rozlišená strukturní informace  
pro apostav (NQO1APO) vzhledem k jeho dynamické povaze. Tuto strukturu a její 
dynamické chování jsme se proto rozhodli charakterizovat s využitím HDX-MS a srovnat 
se stavy NQO1HOLO a NQO1DIC.  
Před samotným provedením HDX-MS byla čistota purifikovaného proteinu 
ověřena separací pomocí SDS-PAGE a jeho specifická aktivita detekována 
spektrofotometricky po interakci s 2,6-dichlorfenolindofenolem (DCPIP;  
z angl. 2,6-dichlorophenolindophenol)125. Přímým nástřikem odsoleného NQO1 do MS 
byla následně změřena jeho intaktní monoisotopická hmotnost 32 428,6843 kDa 
(± 0,5 ppm) odpovídající hmotnosti konstruktu bez N-terminálního methioninu. Následně 
byla měřením nESI v apo- a holostavu potvrzena přítomnost dimeru. 
S využitím techniky HDX-MS byla porovnávána míra deuterace pro NQO1 v apo-  
a holoformě a s navázaným dikumarolem. Analýzou profilů isotopových obálek 
jednotlivých peptidů bylo zjištěno, že téměř celý protein odpovídá kinetickému chování 
EX2, kdy je rychlost strukturní změny (kcl) vyšší než rychlost HDX (kch)  
Obrázek 41. Krystalová struktura dimeru NQO1 s navázaným FAD a dikumarolem. Ze strukturního modelu 
v levé části lze pozorovat lokalizaci aktivního centra s navázaným FAD (žlutá) a dikumarolem (růžová)  
na rozhraní obou protomerů NQO1 (různé odstíny šedé). V pravé části pak je vidět vazbu dikumarolu 




(viz Linderstrøm-Langův kinetický model (1), kap. 1.7.1, s. 42). Za předpokladu čisté 
EX2 kinetiky lze konstatovat, že velikost experimentální rychlostní konstanty pro HDX 
do určité míry odráží lokální stabilitu sekundární struktury proteinu. Nespadají sem pouze 
dvě oblasti vykazující velmi slabou úroveň smíšené kinetiky EXX zahrnující 
aminokyselinové zbytky 75–92 a 249–271.  
Na základě znalosti krystalové struktury pro NQO1DIC (PDB kód: 2F1O
127), která 
je téměř totožná s NQO1HOLO (PDB kód: 1DXQ
132), jsme následně pozorovali úroveň 
deuterace v oblastech definujících vazebná místa pro FAD (FBS; z angl. FAD binding 
site) a dikumarol (DBS; z angl. Dicoumarol binding site) a rozhraní dimeru (MMI;  
z angl. Monomer:monomer interface). V rámci monomeru se FBS a DBS částečně 
překrývají a nacházejí se v bezprostřední blízkosti MMI. Analýzou míry inkorporace 
deuteria do varianty NQO1APO (Obr. 42a na s. 73) bylo po 3 hodinách inkubace 
pozorováno, že u většiny peptidů náležejících do klíčových oblastí FBS, DBS a MMI 
došlo k výměně více než 20 % amidických vodíků za deuterium, což poukazuje na vysoce 
dynamické uspořádání NQO1APO, které není uzpůsobeno pro vazbu kofaktoru  
nebo inhibitoru. Zároveň byly identifikovány oblasti vykazující minimální úroveň 
inkorporace deuteria (méně než 20%), které jsou v rámci krystalu 2F1O lokalizovány 
hluboko uvnitř struktury a zahrnují helixy α1, α3 a α4 a β-listy β1, β3, β4 a β5. Lze tedy 
předpokládat, že právě tyto segmenty jsou zodpovědné za soudržnost dimerního 
uspořádání NQO1 v apostavu a tvoří tzv. minimální stabilní jádro dimeru NQO1APO.  
Pro něj bylo již dříve v roztoku popsáno flexibilnější a extendované strukturní uspořádání 
oproti dimeru NQO1HOLO
125,129. 
Po vazbě FAD byla srovnáním NQO1HOLO vůči apoformě pozorována celková 
stabilizace struktury NQO1HOLO i v našem případě (Obr. 42 na s. 73). Ta byla  
po 3 hodinách inkubace nejvýraznější právě v oblastech zahrnujících zbytky FBS – oblast 
smyček L1 (zahrnutá mimo FBS, také v MMI), L4 (kromě FBS je součástí i DBS a MMI) 
a helixu α5 (pouze součástí FBS). Dále pak k výrazné stabilizaci již v počátečních časech 
inkubace dochází i v oblastech β-listu β6, helixu α7 a smyčky L3, kdy regiony β6 a α7 
nejsou součástí MMI, FBS ani DBS, zatímco L3 spoluutváří MMI. Srovnání rozdílu 
deuterace mezi NQO1DIC a NQO1APO (Obr. 42 na s. 73) dále odhalilo, že inkorporace 
dikumarolu do NQO1HOLO vnesla do struktury ještě vyšší stupeň uspořádanosti. Kromě 
zvýšení úrovně stabilizace oblastí popsaných již v případě NQO1HOLO, s výjimkou helixu 




vlivem vazby dikumarolu dále k výrazné protekci v oblastech β-listu β4 a smyčky L5  
(je součástí DBS i MMI).  
Abychom získali lepší představu o dynamice NQO1, provedli jsme výpočet 
rychlostní konstanty HDX (kslow) pro jednotlivé segmenty proteinu vyjádřením ze vztahu 
(3): 
 
% 𝐷(𝑡) = 𝐴𝑏𝑢𝑟𝑠𝑡 + 𝐴𝑠𝑙𝑜𝑤. (1 − 𝑒
−𝑘𝑠𝑙𝑜𝑤.𝑡) 
 
který popisuje kinetiku HDX reakce pomocí jednoduché funkce se dvěma kinetickými 
fázemi – velmi rychlou počáteční fází odehrávající se bezprostředně  
po iniciaci HDX reakce a charakterizovanou amplitudou Aburst, a pomalou fází ustavující 
(3) 
Obrázek 42. Strukturní změny v různých ligačních stavech NQO1. (a) Graf znázorňující úroveň 
inkorporace deuteria (%D) (osa y) do konkrétních segmentů (osa x) NQO1 forem. Barevnými body jsou 
v horní části vyznačeny pozice vazebných míst pro FAD (FBS) a dikumarol (DBS) a aminokyseliny zahrnuté 
v tvorbě dimerizačního rozhraní (MMI). Nad grafem je vyznačena sekundární struktura NQO1.  
(b) Kvantifikace rozdíné deuterace segmentů (Δ%D) mezi NQO1HOLO/NQO1DIC vs. NQO1APO odrážející 
jejich stabilizaci vlivem vazby FAD a dikumarolu. (c) V levé části jsou na struktuře NQO1 vyznačeny 
aminokyseliny tvořící FBS, DBS a MMI. Vprostřed a vpravo je pak barevným škálováním naznačena úroveň 




se po několika sekundách až minutách HDX reakce a charakterizovanou amplitudou Aslow 
a rychlostní konstantou I. řádu, kslow. %D(t) je celkové procentuální množství 
vyměněných amidických vodíků za deuterium v daném čase, t. Na základě této kinetické 
analýzy bylo pro NQO1APO znovu pozorováno, že proteinové segmenty, které tvoří FBS, 
DBS a MMI a nejsou součástí tzv. minimálního jádra, mají oproti němu mnohem vyšší 
rychlost HDX s kslow v řádech 10
-1–10-2 s-1. Pro NQO1HOLO  je rychlost HDX ve výše 
jmenovaných vazbou FAD stabilizovaných oblastech podílejících se na tvorbě MMI, FBS 
a DBS snížena 3–5×, pro NQO1DIC je toto snížení po vazbě dikumarolu ještě výraznější 
a to o 1–2 řády.  
Rozdíly v kinetice jednotlivých segmentů po vazbě ligandu pro NQO1HOLO  
a NQO1DIC vůči NQO1APO byly kvantifikovány skrze parametr průměrné změny 
deuterace Δ%Dav, která byla vypočtena ze tří největších rozdílů mezi podmínkami 
v daném segmentu napříč všemi časovými body. Tato analýza dále přiblížila stabilizační 
vliv FAD a dikumarolu v dynamických regionech NQO1APO, které spadají do MMI, FBS 
nebo DBS. Konkrétně se jedná o regiony 11–20 (smyčka L1, helix α1), 46–76 (smyčky 
L2 a L3, helix α7, β-list β6), 103–113 (β-list β3, smyčka L4), 149–165 (smyčka L6)  
a 191–211 (smyčka L7, helix α5). Pro dikumarol sem navíc spadají další dvě  
oblasti – 120–141 (smyčka L5) a 223–240 (smyčky L8 a L9, β-listy β8 a β9).  
Strukturní charakterizace NQO1 proteinu s využitím HDX-MS v apo- a holostavu  
nebo s navázaným dikumarolem potvrdila dynamickou povahu NOQ1APO v roztoku  
a napomohla identifikovat stabilní jádro tohoto flexibilního uspořádání. Dále z porovnání 
s NQO1HOLO bylo definováno, jaké segmenty NQO1APO jsou vazbou FAD stabilizovány. 
Ještě výraznější stupeň stabilizace struktury NQO1 byl pozorován vlivem vazby 
inhibitoru, což nelze pozorovat z dostupných krystalografických modelů. Bylo 
pozorováno, že vazbou dikumarolu stabilizované oblasti se z velké části nacházejí  
na povrchu struktury proteinu a daleko od DBS, což by mohlo mít vliv na interakci 
s vazebnými partnery, kteří by mohli být stabilizováni skrze interakci s těmito 
povrchovými aminokyselinami v NQO1HOLO. Zároveň tento náhled do dynamiky 
jednotlivých forem NQO1 a identifikace stabilního jádra proteinu napomáhá pochopit 
dopad mutací spojených s patologickými stavy nositele, jako např. v případě 
nejběžnějšího polymorfismu P187S, kdy se P187 nachází v oblasti β-listu β5, který je 






5 ZÁVĚREČNÉ SHRNUTÍ  
Cílém této práce bylo s využitím metod strukturní hmotnostní spektrometrie, zejména 
HDX-MS, strukturně charakterizovat dynamická proteinová uspořádání podílející se  
na udržování proteostasy. Následující výsledky prezentované ve čtyřech publikacích, 
byly získány strukturní charakterizací inducibilní formy Hsp70 (HSPA1A), ko-chaperonu 
Tomm34 a proteinu NQO1: 
  
 S využitím HDX-MS bylo charakterizováno evolučně konzervované dimerizační 
rozhraní ATP-dependentního dimeru HSPA1A a dále biofyzikálními  
a molekulárně biologickými technikami potvrzen význam dimerizace  
pro efektivní zpracování substrátu 
 Analýzou mutačních variant HSPA1A byly s využitím HDX-MS identifikovány 
konzervované aminokyselinové zbytky podílející se zároveň na stabilizaci 
vysoko- i nízkoafinitní konformace HSPA1A a tudíž nepostradatelné  
pro zachování schopnosti alosterie  
 S využitím HDX-MS byla popsána fosforylačně-dependentní destabilizace 
struktury Tomm34 narušující interakční rozhraní mezi Tomm34-P/Hsp70-ATP 
 Strukturně byla charakterizována interakce mezi Tomm34-P/14-3-3γ, pro niž bylo 
pozorováno, že zamezuje interakci Tomm34-P/Hsp70-ATP a předchází tak 
rozrušení Hsp70-ATP dimeru, kterému je následně umožněno zpracovat substrát 
 S pomocí HDX-MS byla charakterizována dynamika struktury NQO1APO, 
informace v tomto rozlišení dříve nedostupná právě díky jeho vysoké flexibilitě 
 Technikou HDX-MS byl pozorován stabilizační vliv vazby FAD ve struktuře 
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